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El trabajo desarrollado durante la tesis doctoral se centra en la aplicacion de
biomateriales en la mucosa oral y los tejidos soporte de los dientes. Para cumplir
con este proposito, las particularidades y componentes de cada uno de estos tejidos
fueron minuciosamente considerados. Asimismo, las caracteristicas de los

biomateriales desarrollados fueron cuidadosamente analizadas.

En este sentido, vale la pena destacar que la mucosa oral no ha recibido suficiente
atencion debido a la baja morbilidad asociada a los procesos patolégicos que la
afectan. Sin embargo, el impacto psicolégico de una enfermedad subyacente en la
calidad de vida de los pacientes no debe dejarse de lado. Por ejemplo, la
enfermedad periodontal y sus consecuencias, que incluyen la movilidad de los
dientes, la recesion gingival y el mal aliento, estan relacionados con una
disminucion en la calidad de vida [1].

Un estudio realizado por Fisher y colaboradores mostré6 un aumento en la calidad
de vida de 61 pacientes con enfermedad periodontal que fueron sometidos a
procedimientos de implantes [2]. La enfermedad de los tejidos blandos de la
cavidad oral esta frecuentemente relacionada con la pérdida 6sea alveolar, que en
ultima instancia conduce a la pérdida de dientes, un proceso que no puede ser
revertido. Ademas, los implantes dentales podrian potencialmente mejorar los
aspectos estéticos y funcionales del diente ausente, pero el procedimiento no
siempre esta relacionado con el éxito y en muchos casos ocurren rechazos de
implantes.

Hasta el momento, ningin modelo ha sido capaz de recrear completamente los
aspectos anatomicos, fisioldgicos, el entorno biomecanico y funcional de la boca y
la mandibula del ser humano [3]. Como consecuencia, una comprensién completa
de la estructura y funcién de la mucosa oral y de los tejidos soporte de los dientes,
las patologias subyacentes que los afectan y los tratamientos disponibles son
necesarios para el disefio de biomateriales destinados a resolver los problemas
asociados con estas patologias.

Hoy en dia, el desarrollo de dispositivos innovadores para la administracién de
farmacos se centra en prevencion de los efectos secundarios y el aumento de los
intervalos de dosificacion. Particularmente, el desarrollo de nuevos sistemas de
administracion topica para mucosas de agentes antimicrobianos y antioxidantes de
origen natural tiene un desarrollo creciente, ya que son de facil administracion,

previenen efectos secundarios y se puede lograr la dosis adecuada de bioactivos
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en el tejido mucoso (Figura 1) [4,5]. Por ejemplo, los extractos de Punica granatum
L. y Matricaria recutita L. han demostrado ser eficaces para reducir el sangrado
gingival en la enfermedad periodontal, sugiriendo que agentes terapéuticos de
origen natural podrian actuar en el restablecimiento y mantenimiento de la salud
periodontal [6].

Existen marcadas diferencias entre las mucosas y la piel que influyen en el disefio
de nuevos sistemas de liberacion. Las mucosas no poseen una capa externa
queratinizada como la piel, por lo tanto, son mucho mas sensibles a sustancias
irritantes. Sin embargo, tienen un buen perfil de permeabilidad, convirtiéndola en
un sitio adecuado para la administracién de farmacos [7]. Por ello, el empleo de
biomateriales biocompatibles como el quitosano y el colageno son de suma utilidad.
Por un lado, el quitosano es un biopolimero que, ademas de ser biocompatible
tiene propiedades mucoadhesivas [8]. La mucoadhesividad es clave para el disefio
de nuevos sistemas de liberacion para mucosas, ya que da lugar a la administracion
del farmaco de forma mds espaciada[9]. La cavidad oral es un ambiente con un alto
porcentaje de humedad con secreciones naturales como la saliva que tienden a
diluir los farmacos, con lo cual para lograr una accién continua se requieren
multiples aplicaciones. Por otra parte, el colageno puede imitar muchas
caracteristicas de la matriz extracelular, otorgandole propiedades quimiotacticas
fibroblasticas. Los fibroblastos son responsables de la sintesis de colageno,
glicosaminoglicanos y otros componentes de la matriz. Por lo tanto, tienen un papel

importante en la regeneracion de tejidos blandos.

A su vez, en la actualidad no solamente es importante el uso de materiales
biocompatibles, sino que también presenten bioactividad. Los materiales bioactivos
como la silica mejoran el crecimiento de las células 6seas y la deposicion 6sea. Por
lo tanto, puede proporcionar un andamio para la migracién celular y la formacién
rapida de tejido 6seo [10]. La silica puede utilizarse bajo la forma de nanoparticulas,
de manera tal que actue como un carrier para farmacos y que pueda participar en
la mineralizacion 6sea. La regeneracion de nuevo tejido 6seo cobra importancia en
enfermedades gingivoperiodontales, en donde no solo el dafio compromete a la
mucosa oral, sino también al tejido 6seo alveolar. Las sustancias producidas por la
flora bacteriana subgingival y los tejidos durante la inflamacién y las reacciones
inmunitarias alteran el recambio 6seo: ya sea por diferenciacion o estimulacion de

osteoclastos o por la inhibicion de la formacion 6sea por osteoblastos. En ese
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sentido, la utilizacion de farmacos como el ibandronato, que es un bifosfonato que
inhibe la resorcion 6sea mediada por los osteoclastos incorporado en un sistema
de liberacion local podria ayudar a la regeneraciéon del tejido 6seo perdido en la

enfermedad periodontal.
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Figura 1. Propiedades y ejemplos de nuevos sistemas de administraciéon tépica en mucosas para el

tratamiento de la enfermedad periodontal

La mucosa oral y el tejido periodontal
Mucho se sabe sobre la fisiologia y la estructura de la piel. La mucosa oral no es

muy diferente de la piel, aunque tiene algunas particularidades que la hacen uUnica.
Para empezar, una caracteristica digna de mencionar es su capacidad de sanar sin
cicatriz y a una velocidad mas rapida que la piel lesionada. La diferencia en la
expresion de algunos componentes de la matriz extracelular tales como el
procolageno | y la tenascina-C, asi como la presencia reducida de células
inmunitarias y mediadores profibroticos inducidos por la tolerancia oral, puede ser
responsable de ello [11].

Histolégicamente, la mucosa oral se compone de una capa epitelial escamosa

estratificada, una lamina basal, una lamina propia y una capa submucosa, esta ultima
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en contacto con el hueso o con musculo dependiendo del area (Figura 2). La
queratinizacion de la capa epitelial proporciona una proteccién adicional contra las
fuerzas mecanicas asociadas con la masticacion como es el caso del paladar duro y
la encia. Por otro lado, cuando se requiere mas flexibilidad, el epitelio permanece
sin queratinizar [12]. Ademas, es interesante observar que el epitelio de la mucosa
es mas grueso que el de la piel y su espesor se ha relacionado positivamente con
un mayor flujo sanguineo, probablemente debido a una mayor demanda metabdlica
[13].

La mucosa de la cavidad bucal se puede dividir en la mucosa gingival, que se
encuentra en el paladar duro y la encia, la mucosa de revestimiento, que se observa
en los labios, mejillas, paladar blando y finalmente, la mucosa especializada,
constituida por papilas linguales y corpusculos gustativos. La mucosa gingival, junto
con el epitelio de union constituye el tejido gingival, que esta firmemente unido al
hueso alveolar y a los dientes. Este tejido gingival, junto con ligamentos

periodontales y el hueso alveolar proporciona el apoyo necesario para los dientes.

Gel layer

Upper li
—— Stratum corneum Palato pRer lip

Stratified squamous
epithelium

Cheek

Lamina basal
Lamina propria

Submucosa

Figura 2. Representacion esquematica de la histologia de la cavidad oral y de la mucosa bucal.

“Reimpreso de ref. [14]. Derechos de autor (2018) con el permiso por Elsevier”

El periodonto, que en latin significa "alrededor del diente" no solo se refiere a la
mucosa gingival sino también al cemento, ligamento periodontal y al hueso alveolar.
La presencia de glandulas salivales explica otra caracteristica de la cavidad oral: la

presencia de saliva, en mucha cantidad en toda la superficie de la mucosa. La saliva
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es una secrecion compleja, incluso a pesar de que se compone de 99% de agua y
1% de una variedad de moléculas organicas e inorganicas que tienen como funcién
mantener la salud bucal, en general mediante proteccion antimicrobiana,
lubricacion, dilucion y efecto buffer [15,16]. Entre los compuestos organicos, se
pueden encontrar glicoproteinas, enzimas, inmunoglobulinas y algunos péptidos
con actividad antimicrobiana. Por otro lado, la fraccién inorganica contiene sodio,
potasio, cloruro y bicarbonato en concentraciones que hacen que la saliva sea
hipotonica cuando se compara con otros fluidos corporales [17]. La saliva en si
misma, asi como las secreciones gingivales, proporcionan los cimientos de
nutrientes para la microbiota que coloniza la mucosa oral, cuyos miembros pueden

cambiar debido a habitos dietéticos y enfermedades subyacentes [18].

Respuestas inmune e inflamatoria en los tejidos orales
La mucosa oral es una barrera fisica para los patégenos y otros agentes ambientales

nocivos. Las células inmunes innatas como los macréfagos, leucocitos
polimorfonucleares y mediadores inmunoinflamatorios tienen un importante papel
en la respuesta inmune oral. Sin embargo, los mediadores biolégicos derivados de
los queratinocitos orales, la inmunoglobulina secretora de saliva A y los
componentes del fluido crevicular gingival también son relevantes en la
comprension de la inmunidad de la mucosa de la cavidad oral. La inmunidad de la
mucosa de la cavidad oral tiene la intencion de limitar la colonizacién de
microorganismos patégenos, generar respuestas inmunoinflamatorias contra
patégenos y la tolerancia de los microorganismos comensales [19].

Si se lesiona la mucosa, se pueden observar tres etapas distintas, pero
superpuestas: (i) inflamacion, (ii) proliferacion y (iii) remodelacion. La inflamacion
tiene lugar en una cuestion de minutos e implica la activacion de la cascada de
coagulacion y el sistema inmune en un intento de detener el sangrado, prevenir la
infeccion y eliminar los restos celulares. La activacion plaquetaria ocurre cuando la
capa endotelial se interrumpe y el colageno desde la matriz subyacente se expone.
El colageno interactua con las plaquetas y el factor von Willebrand para inducir la
activacion de la cascada de coagulacion, lo que lleva a la formacién de una malla
de fibrina que constituye el tapon de plaquetas, que sirve como andamio para las
células migratorias y evita un sangrado adicional, en /a hemostasia [20]. Los

neutréfilos son las primeras células en llegar al sitio lesionado ya que su
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reclutamiento es iniciado por cambios en el endotelio en respuesta a los mediadores
de la inflamacién. A pesar de su naturaleza proinflamatoria, los neutréfilos pueden
desempeiiar un papel importante en la curacion mediante la eliminacion de las
células muertas y bacterias, que podrian perpetuar la respuesta inflamatoria en el
tiempo. Ademas, los neutréfilos secretan diversas proteasas como la
metaloproteinasa 9 de matriz (MMP9), una enzima que a su vez activa el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) para promover la revascularizacién del sitio
lesionado, asi como varias sefiales que conducen al reclutamiento de monocitos y
su extravasacion al area herida. Los monocitos reclutados se activan y son
responsables de la fagocitosis de neutréfilos apoptéticos y materiales extrafios [21].
Por otra parte, los macréfagos son algunas de las células mas importantes presentes
en las Ultimas etapas del proceso inflamatorio (48-72 horas), responsables de la
progresion a la fase proliferativa. Durante la etapa de proliferaciéon, que dura hasta
2 semanas, los fibroblastos son reclutados y estimulados para proliferar junto con
el surgimiento de nuevos vasos sanguineos, llevando a la formacién de un tejido
altamente vascularizado [22]. Ademas, los fibroblastos se diferencian en
miofibroblastos y promueven la contraccion de la herida. Finalmente, la dltima
etapa, se alcanza con la fase de remodelacion, durante la cual se produce un nuevo
colageno depositado y remodelado para restaurar la arquitectura de tejido normal.
Otra caracteristica interesante del proceso de curacion en la mucosa oral es el
resultado final, ya que las heridas tienden a sanar sin cicatriz, similar a lo que ocurre
en la piel del feto, un proceso que se lo ha asociado con la expresion diferencial de
ciertos componentes de la matriz extracelular. Por ejemplo, la fibronectina, la
fibronectina ED-A y el condroitin sulfato son expresados en mayor proporcion en la
mucosa oral en comparacién con la piel [23]. Un patron similar a lo encontrado en
un estudio previo en donde se compararon piel humana fetal y adulta [24]. Ademas,
las heridas orales muestran un menor nimero de células inmunes como neutréfilos
y macréfagos. Los fibroblastos, por otro lado, se consideran importantes jugadores
que determinan el destino de las heridas orales, ya que son capaces de proliferar a
una tasa mas alta que sus contrapartes dérmicas [25].

En resumen, la curacién y la regeneracién periodontal necesitan diferentes procesos
secuenciales. Primero, hay una fase coagulante/vascular; en segundo lugar, se

establece una fase inflamatoria y de granulacion. Después, la angiogénesis y
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mineralizacion 6sea, propia de la fase de regeneracion periodontal. Finalmente, se

establece la fase de estabilidad denominada remodelacion periodontal [26].

Enfermedad periodontal
La enfermedad periodontal es la principal causa de pérdida de dientes, y estda muy

asociada con factores de riesgo tales como la diabetes mellitus, la obesidad, el
sindrome metabolico y la osteoporosis, entre otros [27]. La interaccion entre los
microorganismos patégenos y el sistema inmune del huésped desencadena, en
determinadas circunstancias, una respuesta inflamatoria que causa que las encias
se inflamen y sangren facilmente. Esta etapa temprana se la conoce como gingivitis,
la forma mas leve de enfermedad periodontal. Cuando no se trata, la biopelicula
dental se extiende y continda invadiendo la zona gingival, causando una mayor
irritacion de las encias que conduce a la etapa cronica conocida como periodontitis
(Figura 3). A nivel celular, la placa dental genera una respuesta inflamatoria local
que implica la secrecion de factores proinflamatorios, como citoquinas y especies
reactivas de oxigeno, asi como la desregulacion de metaloproteinasas de matriz
(MMP) [28]. Entre ellas, las MMP son algunos de los factores del huésped mas
importantes responsables de la degradacion del colageno y de la matriz extracelular
involucrada en la enfermedad periodontal [29]. A medida que avanza, las citoquinas,
promueven la resorcion 6sea por los osteoclastos [30]. Poco a poco, el dafio en los
tejidos de soporte conduce a la recesion gingival y a la formacion de la bolsa
periodontal. Posteriormente, la absorcién y destrucciéon del hueso alveolar, del
ligamento periodontal y del cemento, constituyen la causa principal de la pérdida
de dientes en adultos [31]. Los eventos celulares y moleculares de la inflamacion y
los mecanismos de respuesta inmune responden inicialmente “de manera normal"
a la biopelicula subgingival. Sin embargo, los productos del biofilm subgingival y
los factores de riesgo del paciente desencadenan el desarrollo de la enfermedad
periodontal.

El tratamiento de la enfermedad periodontal difiere segin la etapa de la
enfermedad. Antibidticos sistémicos, dispositivos de administraciéon local de
antimicrobianos y el curetaje de piezas dentarias representan ejemplos de diferentes
estrategias clinicas [32-34]. En el caso particular de la periodontitis crénica, un

enfoque consiste en la regeneracion tisular guiada.
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A pesar de todos los tratamientos disponibles, la regeneracién periodontal es
todavia un desafio en la odontologia. El diagnostico precoz de la gingivitis con la
implementacion de una salud oral adecuada todavia constituye el mejor pronéstico
para pacientes con riesgo de desarrollar la enfermedad periodontal. Sin embargo,
el conocimiento actual de las causas subyacentes de esta enfermedad proporciona
la base para el disefio racional de nuevos materiales destinados a detener su

progresion y ayudar en la regeneracion del tejido afectado.

encias sanas E> gingivitis E> periodontitis

Figura 3. Etapas de la enfermedad periodontal

Biomateriales en la salud oral

Colageno
El colageno es la proteina mas abundante de la matriz extracelular (ECM) presente

de manera natural en los tejidos humanos (por ejemplo, piel, hueso, cartilago,
tendén y ligamentos). Representa el 25% del contenido total de proteina en el
cuerpo, que proporciona fuerza e integridad al tejido. Ademas, el colageno también
puede interactuar con las células y ayuda a la sefalizacion celular que regulara el
anclaje celular, la migracion, la proliferacién, la diferenciacién y la supervivencia [35—
38].

Hasta el momento han sido identificados veintisiete tipos de colagenos, siendo los
tipos I-IV los mas comunes. El colageno tipo | es la proteina mas abundante presente
en los mamiferos y la mas estudiada para aplicaciones biomédicas. El colageno es
enzimaticamente degradado dentro del cuerpo, principalmente a través de
colagenasas, gelatinasas y metaloproteinasas. En términos generales, los colagenos
son proteinas de triple hélice que presentan una alta resistencia mecanica y una

buena biocompatibilidad. Puede formar fibras estables y sus propiedades
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mecanicas, de degradacién y de absorcion de agua pueden ser mejoradas aun mas
por la reticulacién quimica (es decir, usando glutaraldehido, genipina, carbodiimida
u otros) [39-41], por reticulacion fisica o mediante la formacién de hibridos y

materiales compésitos (Figura 4) [42].

Figura 4. Imagen SEM representativa de un compésito de silica-colageno.

La baja respuesta inflamatoria y citotéxica y la biodegradabilidad son otras
propiedades atractivas del colageno. Como resultado, y porque el colageno es uno
de los componentes principales de la ECM humana, por lo general es considerado
como un biomaterial ideal para la ingenieria de tejidos y para aplicaciones de

apositos para heridas [43,44] (Figura 5).
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Figura 5. Proliferacion, viabilidad y penetracién de células fibroblasticas de L929 en andamios de
colageno puro, con glutaraldehido y recubiertos de silica. (A) reduccion MTT de las células sembradas
cuando se cultivan hasta 24 dias en medio completo sobre los andamios seleccionados (n=3, las

barras de error muestran SD). *

indica diferencias estadisticamente significativas entre el colageno
recubierto de silice (ColGASi) y matrices reticuladas con glutaraldehido (ColGA), p<0,05. (B) La
tincion con hematoxilina-eosina de secciones transversales verticales muestra la penetracion
fibroblastos en los materiales en estudio después de 24 dias. Las imagenes se muestran para (i)
colageno puro, (ii) 0.2 ColGA, y (iii y iv) 0.2 ColGASi. La flecha indica la migracion de fibroblastos.

“Reimpreso de ref. [45]. Derechos de autor (2013) con el permiso por la Royal Society of Chemistry”
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El colageno es aislado usualmente de tejidos animales. Sin embargo, la técnica de
purificacion enzimatica (para eliminar los telopéptidos inmunogénicos que pueden
inducir una respuesta indeseada) también puede ser empleada [46]. Las matrices
de colageno producidas de forma natural y sintética, asi como andamios
tridimensionales de colageno mas sofisticados pueden proporcionar ambientes
claves en las escalas nano, micro y meso para moléculas, células, proteinas y fluidos
[47].

El colageno puede imitar el tejido blando periodontal. Por esta razon, puede mejorar
el sellado bioloégico y osteointegracidon en implantes dentales y promover la
reconstruccién del tejido en la periodontitis severa, caracterizada por la recesiéon

gingival y la formacion de bolsas periodontales.

Quitosano
El quitosano es un polisacarido catiénico natural, lineal, constituido por D-

glucosamina y N-acetil-D-glucosamina, que se obtiene por desacetilacion alcalina
de la quitina. El término quitosano también se lo emplea para describir una serie de
derivados de la quitina que tienen diferentes grados de desacetilacion. Las
propiedades quimicas, fisicas y biolégicas del quitosano estan directamente
relacionadas con su grado de desacetilacion y su peso molecular [48,49]. Ademas,
el quitosano es considerado como un polimero biodegradable, biocompatible, no
antigénico, no toéxico, bioadhesivo, antimicrobiano, bioactivo y con efectos
hemostaticos [50-52]. De hecho, la lisozima, una enzima de la saliva puede
degradar el quitosano. Esta biodegradacion que esta influenciada por el grado de
acetilacion podria ser relevante para el disefio de dispositivos de administracion
oral biodegradables [48] ya que los dispositivos biodegradables han demostrado
una mejor aceptacion por el paciente. Ademas, los grupos amino e hidroxilo del
quitosano pueden modificarse quimicamente, permitiendo asi una alta versatilidad
quimica [46,53].

El quitosano se puede procesar facilmente en hidrogeles [54] (Figura 6), membranas
[55], nanofibras [56], micro/nanoparticulas [57], andamios [58] y esponjas [59] para
varias aplicaciones de tipo biomédico tales como la administracion de farmacos, la

cicatrizacion de heridas y la ingenieria de tejidos [60,61].
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200 nm

Figura 6. Imagen obtenida por SEM representativa de un gel de quitosano.

El quitosano proporciona una matriz no proteica tridimensional para la regeneracién
de tejido y activa los macréfagos para la actividad tumoricida. También estimula la
proliferacion celular y la organizacion del tejido histoarquitecténico. En este sentido,
Muzzarelli et al. informaron que el quitosano y el acido ascoérbico se pueden usar
en forma de gel para su aplicacion en la cavidad oral presentando una serie de
ventajas bioldgicas utiles para la estimulacion de una regeneracion ordenada de
tejidos heridos. De hecho, pocos dias después del tratamiento con quitosano, aun
era posible notar la presencia de esta macromolécula mostrando una organizacion
de panal tridimensional. Esta apariencia era una condicion funcional requerida para

la estimulacion de la regeneracion del tejido [62] (Figura 7).
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Figura 7. Organizacién de panal de abejas del quitosano /n vivo revelado por SEM. X687 obtenida
después del decimoquinto dia del tratamiento con quitosano. " Reimpreso de ref. [62]. Derechos de

autor (1989), con el permiso de Elsevier ".

Ademas, el quitosano ayuda en la coagulacion de la sangre y bloquea las
terminaciones nerviosas reduciendo el dolor. El quitosano se despolimeriza
gradualmente para liberar N-acetil-b-D-glucosamina, que inicia la proliferacion de
fibroblastos, ayuda a promover la deposicién de colageno ordenado y estimula el
aumento de niveles de sintesis de acido hialurénico natural en el sitio de la herida.
Eso ayuda a acelerar la curacion de heridas y la prevencion de cicatrices. También
es facilmente degradado por hidrélisis quimica, asi como por ciertas enzimas
humanas [46]. Los biomateriales basados en quitosano por ser naturales y
biodegradables presentan buenas caracteristicas para la regeneracion guiada de

tejido y la administracion local de farmacos.
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Silica

La silica, un ejemplo de material ceramico, es ampliamente utilizada en odontologia.
Los materiales ceramicos bioactivos promueven la formacién de hueso, un punto
clave en enfermedades como la periodontitis, en la que la inflamacién y la respuesta
inmune causa la destruccion del tejido periodontal. Ademas, los compositos de silica
generalmente se emplean como rellenos dentales [63]. Sin embargo, todos estos
ceramicos son fragiles, y por esta razén su principal aplicacion durante afios ha sido
como material de injerto para el llenado de pequefios defectos 6éseos y anomalias
periodontales [64,65].

Los ceramicos basados en silicatos, como una nueva familia de biomateriales, han
demostrado ser excelentes materiales para la regeneracion del tejido 6seo, y su
preparacion, resistencia mecanica, mineralizacion de apatita y propiedades
biolégicas han sido ampliamente estudiadas [66—71].

A principios de la década de 1970, Hench y sus colegas desarrollaron una nueva
clase de biomateriales, basado en SiO,-CaO-Na,O-P,Os [72]. Una de las
caracteristicas significativas de los materiales bioactivos basados en Ca-Si es que
pueden inducir la formacion en fluidos corporales simulados de una capa de
hidroxiapatita o hidroxiapatita carbonatada en su superficie similar a la fase mineral
del hueso. Esta clase de material bioactivo basado en Ca-Si puede osteointegrarse
con el hueso del individuo. En estudios adicionales, también se ha demostrado que
los productos iénicos Ca** y Si** liberados de los vidrios bioactivos 45S5°
contribuyen a su bioactividad, ya que el Ca y el Si pueden estimular la proliferacion
de osteoblastos y producir su diferenciacion /n vitro [73]. Los resultados indicaron
que los productos i6nicos del Ca y el Si del vidrio bioactivo pueden aumentar la
disponibilidad de IGF-Il en osteoblastos al inducir la transcripcion del factor de
crecimiento y su proteina transportadora y también regular la disociacion de este
factor de la proteina de union. El IGF-Il no unido es probable que sea responsable
del aumento de la proliferaciéon celular observado en experimentos de cultivo
celular. Una induccion de la transcripcion de los componentes de la matriz
extracelular, su secrecion y autoorganizacion en una matriz mineralizada podria ser
responsable de la formacién rapida y crecimiento de nédulos 6seos y diferenciacion
del osteocito maduro en presencia de vidrio bioactivo [74]. Por otra parte, el SiO,

es un promotor documentado de diferenciacion y su incorporacién ha demostrado
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una mejora en la adhesién, proliferaciéon, diferenciacion y mineralizacion de

osteoblastos MG63 (Figura 8) [75,76].

A

uTi
uPDA

41 m2siPDA .
® 10SiPDA
3 4 ®208iPDA *

Absorbance

Time/Day

Figura 8. Tincion con rojo de alizarina S de células MG63 cultivadas en (A) Ti, (B) PDA, (polidopamina)
(C) 2SiPDA, (D) 10SiPDA y (E) 20SiPDA durante 14 dias. (F) Cuantificacién de depositos minerales
de calcio mediante ensayo Alizarin Red S de células MG63 cultivadas en varios ejemplares durante
7 y 14 dias. * Diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) del control Ti. Reimpreso de ref. [75]

Derechos de autor (2015), con el permiso de la Royal Society of Chemistry.

Hasta la fecha, los andamios ceramicos han presentado importantes ventajas en
comparacion con los andamios poliméricos, ya que son estructuras con adecuada
porosidad y con texturas quimicas que promueven la diferenciacion de células
madre mesenquimales y mineralizacion de la matriz extracelular, y ademas carecen
de subproductos toxicos como los encontrados en materiales poliméricos [77]. La

posibilidad de sintetizar materiales bioceramicos con una variedad de métodos,
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como sol-gel, da la oportunidad de desarrollar materiales con una porosidad,
estructura, y morfologia controlada y en muchos casos biocompatibles [78-82].
Por otra parte, el recubrimiento de andamios ceramicos con polimeros
biodegradables ha demostrado impartir propiedades funcionales a las superficies
de los andamios y mejorar sus propiedades mecanicas. Algunos ejemplos incluyen
a la gelatina [77], donde los resultados obtenidos por Gouduri et al. mostraron que
los poros de los andamios estaban completamente interconectados y las
microfotografias SEM mostraban un tamaio de poro de aproximadamente 200-400
mm y un espesor de aproximadamente 150-200 mm implicando que un andamio
debe tener una estructura porosa interconectada con tamarnos de poro entre 300 y
500 mm para la penetracion celular, la vascularizacién, y el transporte de nutrientes
y desechos metabédlicos [77].

La silica no solo puede usarse como andamio, sino también en forma de
nanoparticulas para crear rellenos [83,84]. Las propiedades de las nanoparticulas
difieren claramente segun su volumen [85,86]. La solubilidad y la reactividad de las
nanoparticulas aumenta significativamente por la alta energia superficial y la gran
area de superficie que poseen [87]. Esta gran area de superficie proporciona una
alta afinidad y les permite depositarse facilmente en espacios irregulares. Inspirado
por las propiedades del fosfato de calcio (CPP), la silica y los nanomateriales, 7ian
et al. usaron nanoparticulas de silica mesoporosas con la adiciéon de Ca** y PO,*
para oclusién del tubulo dentinal [88]. Sus resultados demostraron una buena
remineralizacion.

Las particulas de diatomita, basicamente nanoparticulas de silica porosas, también
se han utilizado para mejorar las propiedades mecanicas de rellenos dentales. En
2011, Wang et al. estudiaron los beneficios de particulas de silica mesoporosas y
no porosas combinadas como rellenos. Sus resultados muestran que la ventaja de
usar particulas de co-llenado en compésitos de tipo hibrido es que las
nanoparticulas pueden "llenar" las regiones entre las microparticulas. Por lo tanto,
la densidad del esqueleto inorganico se incrementa, llevando a una fraccién de masa
mas grande de relleno y una reducida contraccion polimérica. Como sefialan los
autores, los rellenos de diatomita porosa pueden considerarse para mejorar las
propiedades mecanicas y el contenido de relleno de compésitos dentales. Por otro

lado, los autores notaron que las particulas de diatomita tienen una gran cantidad
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de impurezas, que pueden bloquear los poros y afectar la estética y las propiedades
mecanicas. Por lo tanto, estas muestras deben purificarse antes de su uso [89].

Otra cosa a tener en cuenta en los implantes es su posible colonizacién bacteriana
que puede conducir al aflojamiento del implante y, en casos severos, a su pérdida.
Para superar este inconveniente, Massa et al prepararon un recubrimiento
antibacteriano en la superficie del implante de titanio usando nanoparticulas de
plata en un recubrimiento de silica utilizando una técnica sol-gel. El recubrimiento
produjo un fuerte efecto antibacteriano sobre la superficie de titanio matando a las
bacterias adherentes e inhibiendo la formacion de biopelicula. La actividad
antibacteriana a largo plazo fue probada contra Aggregatibacter
actinomycetemcomitans 'y los resultados indicaron que este tipo de modificacién de
la superficie a nanoescala es una estrategia prometedora para controlar las

infecciones asociadas con implantes dentales [90].
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Objetivos especificos
* Desarrollo de un compésito constituido por colageno-nanoparticulas de silica y

evaluar su performance como un sistema de liberacion local de ibandronato, el
efecto diferenciador sobre células mesenquimales de las nanoparticulas de silica y

efecto en la incorporacion del farmaco en distintos tipos de nanoparticulas de silica.

* Desarrollo de un hidrogel de quitosano cargado con timol, un compuesto con
propiedades antimicrobianas y antioxidantes proveniente de aceites esenciales de
las plantas Thymus vulgaris y Origanum vulgare. Evaluaciéon de su liberacion, la
adhesion y la agregacion de bacterias sobre los hidrogeles, actividad antimicrobiana
frente Streptococcus mutansy Staphylococcus aureus y actividad antioxidante.

* Desarrollo de un composito constituido por quitosano, carboximetilcelulosa y
nanoparticulas de silica y evaluar su performance como un sistema de liberacion de
un extracto acuoso de Larrea divaricata Cav., su actividad antioxidante, la
incorporacion de los distintos activos del extracto y la bioactividad /n vitro de los
compésitos.

* Desarrollo de un hidrogel de quitosano modificado con DDSA (anhidrido
dodecenilsuccinico). Evaluacién del impacto en la liberacion de un activo como el
timol que es poco soluble en agua en los hidrogeles modificados quimicamente con
cadenas hidrocarbonadas. Evaluacion preliminar /n vivo en un modelo de

enfermedad periodontal animal de los hidrogeles modificados y no modificados.

<g




CAPITULO 2:

SINTESIS Y CARACTERIZACION DE
NANOPARTICULAS DE SILICA CARGADAS CON

IBANDRONATO Y SUS COMPOSITOS CON
COLAGENO

®,



1.Introduccién
Inicialmente, los bisfosfonatos (BP) mostraron tener una alta afinidad por la

hidroxiapatita 6sea y la capacidad de inhibir la disolucién de cristales de fosfato de
calcio in vitro[91]. Méas tarde, se observé que mas alla de este efecto fisicoquimico
también inhiben la resorciéon 6sea in vivo. El efecto farmacolégico de los
bisfosfonatos esta relacionado con su unién al hueso y su efecto bioquimico sobre
las células, predominantemente osteoclastos [92]. Los bisfosfonatos tienen dos
mecanismos principales de inhibicion sobre los osteoclastos que dependen de las
caracteristicas del farmaco. En el caso de la primera generacién de bisfosfonatos,
que no contienen atomos de nitrégeno en su estructura, actian como analogos de
los pirofosfatos y se metabolizan a un analogo citotoxico de ATP [93]. Los
bisfosfonatos de segunda generacién, como el ibandronato de sodio, inhiben la
farnesil pirofosfato sintasa reduciendo la cantidad de farnesil difosfato (FPP) y de
geranil geranil difosfato (GGPP) requerido para la prenilacion de proteinas [94]
(Figura 9).

OH R, OH

b
O=P—C—P=0
| | |

OH R, OH

Figura 9. Estructura quimica de un BP. Si esta presente un grupo nitrégeno o amino, el BP “contiene
nitrégeno".

Cuando se inhibe la prenilacién, la actividad de los osteclastos disminuye
conduciendo a la apoptosis [95]. Estos farmacos se recomiendan para la
enfermedad de Paget, la hipercalcemia y la osteoporosis. La via oral es la preferida
para la terapia cronica con estos farmacos. Sin embargo, la mayor desventaja es su
pobre absorcion (menos del 1% de la dosis oral) en el tracto gastrointestinal. La
administracion i.v. de BP es una ruta alternativa, donde aproximadamente 30-80%
de la dosis se excreta en la orina, y la mayoria restante permanece ligada al hueso

por largos periodos de tiempo [96].
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Ademas de la administracién sistémica de estos farmacos, la aplicacién local de BP
ha ganado atencién en los ultimos afios debido a ventajas tales como la reduccién
de efectos adversos y una alta concentracion local. Este hecho condujo al desarrollo
de diferentes sistemas de liberacion locales como recubrimientos [97],
nanoparticulas [98,99], hidrogeles o nanocompésitos [100,101]. Por ejemplo, en
un estudio fueron preparadas microesferas de quitosano y poli (acido-L-lactico-co-
glicélico) (PGLA) cargados con alendronato para su uso en ortopedia y en el area
dental. Se observé que el 85% del farmaco fue liberado de las microesferas de
quitosano al final del tercer dia, mientras que el 58% fue liberado al final del quinto
dia a partir de microesferas de PGLA [102]. Adicionalmente, se han realizado
algunos experimentos /in vivo con hidrogeles de acido hialurénico en donde el
zoledronato es administrado localmente. En ellos aumenté la tasa de formaciéon de
hueso hasta un 100% durante los primeros 17 dias después de la implantacion y
se redujo la tasa de resorciéon del hueso en un modelo femoral de rata
ovariectomizada [103]. Ademas, el zoledronato también se injerté en implantes de
titanio con recubrimientos de hidroxiapatita. Estos implantes se insertaron en
condilos de rata y mostraron un efecto positivo en la densidad ésea alrededor del

implante y una mayor fijacion mecanica [104].

Ademas de su funcién antirresortiva, los BP también pueden ser localmente
utilizados con otros fines. En este sentido, un hidrogel de poli (2-
hidroximetilacrilato) se funcionalizé con alendronato para el tratamiento de heridas
cronicas. La patologia comun en estas heridas cronicas es la excesiva actividad
proteolitica, lo que resulta en la degradacion de factores criticos de la capacidad de
la Ulcera para sanar. Como las metaloproteinasas de matriz son endopeptidasas
dependientes de zinc que muestran un aumento en la actividad en el fluido de la
herida cronica, los autores probaron que su actividad podria inhibirse con el

bifosfonato alendronato que es capaz de unirse al metal divalente Zn** [105].

Para la seleccidn de los constituyentes mas apropiados para hidrogeles, un posible
enfoque desafiante es el "biomimético", en donde el biomaterial preparado debe
parecerse lo mas cerca posible al tejido que se va a reparar [106—-111]. En este
sentido, hay esfuerzos recientes para construir materiales similares al hueso con
colageno [42]. Se han desarrollado matrices con silicio que muestran un incremento

en las propiedades reoldgicas, una digestion enzimatica mas lenta y cuando se
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siembran células en estas matrices éstas pueden adherirse, proliferar y migrar
dentro del andamio [43,45,112,113]. Ademas, las nanoparticulas de silica han
ganado terreno en el campo biomédico por su biocompatibilidad,
biodegradabilidad, por ser inertes y estables, lo que permite una variedad de
disefios de formulacion para la aplicacion en la industria farmacéutica [87,114—

116].

El objetivo del presente capitulo fue desarrollar nanoparticulas de silica sélidas, de
silica sélidas modificadas con grupos amino y nanoparticulas de silica mesoporosas
como portadoras de ibandronato de sodio. Posteriormente, estas nanoparticulas se
incorporaron en hidrogeles de colageno para desarrollar un nuevo sistema de
liberacion local. La liberacion de ibandronato desde las nanoparticulas o desde los
compositos de NP-colageno también se describié y comparé6. Adicionalmente, la
toxicidad celular de NPs en células SAOS-2 se realiz6 utilizando un ensayo de MTT
y el efecto sobre la diferenciacion de células mesenquimales fue evaluado midiendo

la actividad de la fosfatasa alcalina.

2. Materiales y métodos

2.1. Sintesis de nanoparticulas
Se sintetizaron tres tipos diferentes de nanoparticulas de silica. Las nanoparticulas

de silica s6lidas fueron obtenidas por el método de Stéber [117]. En pocas palabras,
el tetraetil ortosilicato (TEOS) fue afadido a una solucién en agitacién de hidréxido
de amonio (30%) en una mezcla de agua/etanol para obtener nanoparticulas de
silica. Las soluciones se agitaron durante 24 horas a temperatura ambiente y las
nanoparticulas resultantes se recuperaron por centrifugacion y se lavaron con agua
hasta que se alcanz6 un pH neutro. La concentracion de silica de las nanoparticulas

se determiné ponderando la masa residual de una alicuota secada a 80 °C.

Las nanoparticulas de silica modificadas con grupos amino se obtuvieron usando el
método de Stober descrito anteriormente y el aminopropiltrietoxisilano (APTES) y
TEOS se agregaron a la solucién de hidréoxido de amonio en una proporcién de 1:4

(Figura 10).
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Figura 10. Sintesis de nanoparticulas de silica sélidas modificadas con grupos amino

Las nanoparticulas mesoporosas se sintetizaron anadiendo 5,0 g de etanol (108,70
mmol), 1,4 g de amoniaco (20,59 mmol)y 0,21 g de bromuro de cetiltrimetilamonio
(CTAB) (0,58 mmol) en 3,85 ml de agua (213,89 mmol) en agitacion. Después de
15 minutos, se agreg6é 0,39 g de TEOS (1,88 mmol) gota a gota en la solucién
anterior. La solucion fue colocada en agitacion por 4 hs. El CTAB fue eliminado por
digestion en microondas (MLS 1200 Mega, Milestone, Bergamo, ltalia) en una
mezcla de HNOs: H,O, (9:1 v/v). Las NPs sintetizadas se centrifugaron, se lavaron

con etanol y agua, y luego se secaron al vacio [118].

2.2. Caracterizacién de nanoparticulas: area superficial, morfologia y distribucién de
tamafio
El area superficial especifica, el volumen total de poro y el tamafio de poro se

midieron para las nanoparticulas de silica mediante isotermas de absorcion de
nitrdgeno a 77 K utilizando un analizador de adsorcién de gas automatico (Gemini
2360 V 2.00). Antes de la medicién, el polvo de nanoparticulas se desgasifico
durante 24 hs a 150°C. La superficie especifica se calcul6 de acuerdo con la teoria
de Brenauer- Emmett-Teller (BET) [119], mientras que la distribucion del tamafo de
poro y el volumen total de poro se calcularon por el Método Barrett-Joyner-Halenda

(BJH) [120].

La forma y el aspecto se evaluaron mediante microscopia electronica de barrido
(SEM) y microscopia electrénica de transmision (TEM). Las nanoparticulas se
analizaron por SEM usando un Microscopio Zeiss Supra 40 y las muestras para el
analisis fueron metalizadas con oro en una atmésfera de argén. El analisis por TEM

se realizé utilizando un MET Zeiss 109.

El analisis del tamafio de particula y la potencial zeta se realizé6 mediante el método

de dispersion dinamica de luz (DLS). Las muestras fueron suspendidas en KCI 10
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mM, se sonicaron durante 30 segundos y posteriormente fueron analizadas. Se

realizé el andlisis por triplicado a cada muestra de nanoparticulas.

2.3. Isotermas de adsorcion para NPs de silica con ibandronato de sodio
Los experimentos de adsorcion de ibandronato se llevaron a cabo por un método

en batch a temperatura ambiente (25°C). Los tres tipos de nanoparticulas de silica
obtenidas (20 mg) se pusieron en contacto con 1 mL de soluciones de ibandronato
de sodio que van desde 7,5 a 0,1 g.L". Las isotermas de adsorcion se determinaron
mediante la cuantificacién del farmaco en la solucién sobrenadante. EI método
empleado para evaluar la concentracion de ibandronato de sodio en las soluciones

fue el de electroforesis capilar (CE).

2.4. Método de electroforesis capilar
La cuantificacion del ibandronato se llevdé a cabo en un sistema de electroforesis

capilar Agilent con detector de arreglo de diodos (Agilent Tecnologias). Se realizé
el analisis de electroforesis capilar utilizando una columna capilar de silice fundida
sin recubrimiento (Polimicro Technologies, Phoenix, Arizona, EE. UU.) de 50 um de
diametro interno y 50 cm de longitud total (40 cm al detector). El electrolito soporte
(BGE) consistié en una solucion de acido ftalico 7,5 mM de pH 3,5. La solucion BGE
fue filtrada a través de un filtro de jeringa de 0,45 pm y sonicada (Transsonic 540,
35 kHz; Elma, Singen, Alemania) antes de ser utilizada. El voltaje aplicado fue -30
kV. Para la introduccion de la muestra, se aplicé una presion positiva (500 mbar.s’
"). La deteccion UV indirecta en linea se llevé a cabo a 205 nm [121]. Para el
acondicionamiento se lavaron los capilares con agua destilada durante 5 minutos,
hidroxido de sodio 0,5 M por 10 min, agua destilada por 5 min y finalmente BGE

por 10 min. Entre cada inyeccion, el capilar fue lavado con BGE durante 2 min.

Se prepar6 una solucién de 1000 pg.mL™" de ibandronato sédico en agua para
construir una curva estandar en el rango de 1 a 100 pg.mL". Las muestras se
obtuvieron del sobrenadante de MNP o de los compésitos con colageno incubados
en agua destilada (como se indica en la secciéon de experimentos de adsorcion y
liberacién) e inyectado después de la centrifugacion. Todos los experimentos y

medidas fueron realizados por triplicado.
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2.5. Determinacion de los perfiles de liberacion en nanoparticulas con ibandronato in
vitro
La liberacién de ibandronato desde las nanoparticulas fue evaluada en agua a 37°C.

En resumen, a las nanoparticulas conteniendo 60 mg de farmaco se afiadieron 5
mL de agua y la suspension fue sonicada durante 20 segundos para dispersarlas.
La suspension de nanoparticulas se colocé en un shaker a una velocidad de 100
rpm.min”'. El medio liquido fue completamente reemplazado con agua destilada en
varios intervalos luego de una centrifugacién para separar las nanoparticulas. La
cantidad de ibandronato liberado al sobrenadante se midi6 por electroforesis

capilar de acuerdo con el método descrito anteriormente.

2.6. Sintesis y caracterizacién de los compésitos de silica-colageno
El colageno tipo | se purificé a partir de colas de rata y la concentracion se estimo6

mediante una titulacion de hidroxiprolina [122]. Los compésitos se prepararon
mezclando una suspension de colageno de una concentraciéon de 5,0 mg.mL" en
una solucién de acido acético 17 mM con una suspension que contiene 0,25 M de
nanoparticulas de silica cargadas con farmaco (15 mg por gel). Los soles resultantes
se colocaron en placas de 24 pocillos y se dejé durante 2 hs bajo los vapores de
amoniaco. Finalmente, los hidrogeles se dejaron bajo una campana de extraccion
para evaporar el amoniaco hasta alcanzar pH 7. Posteriormente, se realiz6 un
analisis por microscopia electrénica de barrido (SEM) de los compositos. Por este
motivo, éstos se fijaron usando 3,63% de glutaraldehido en un buffer
cacodilato/sacarosa (0,05 M/0O,3 M, pH 7,4) durante 1 hora a 4°C. Después de la
fijacion, las muestras se lavaron tres veces con el mismo buffer y fueron
deshidratadas a través de lavados con soluciones de concentraciones crecientes de
etanol de 70% a 100%. A partir de entonces, las muestras se secaron en un secador
de punto critico y fueron metalizadas con oro (10 nm) para el analisis [123]. Se
observaron las muestras con un microscopio Zeiss Supra 40 para microscopia

electronico de barrido (SEM).

También se realizaron ensayos de liberacién de ibandronato desde los compésitos.
Para este proposito, cada hidrogel se dej6 con 1,25 mL de agua en un agitador
rotatorio a una velocidad de 100 rpm.min"'. El medio liquido fue completamente

reemplazado por agua destilada en varios intervalos de tiempo.
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2.7. Cultivo de células y experimentos de toxicidad /in vitro
La linea celular SAOS-2 (sarcoma osteogénico) creci6 en botellas de cultivo

adherentes en medio DMEM (Sigma) complementado con un 10% de suero de
ternera fetal inactivado por calor y un 1% de penicilina-estreptomicina. Las células
se mantuvieron a 37°C en un ambiente humidificado con diéxido de carbono al 5%
hasta que se alcanzé la confluencia. La recoleccién se realizé con una solucién de
tripsina-EDTA siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante. Antes de su

uso, las células se tifieron con azul tripan y se contaron en una camara de Neubauer.

Para los experimentos de toxicidad, las células fueron sembradas (1x10* por pocillo)
y se agregaron suspensiones de nanoparticulas de silica en concentraciones que
van de 0,06 a 2,4 mg.mL" seguido por adiciéon de 1 mL de DMEM. Después de un
periodo de cultivo de 2 dias, la actividad metabdlica celular se midié usando un
ensayo MTT. Para ese proposito, el medio fue removido, reemplazado por 0,45 mL
de medio fresco y 0,05 mL de una solucion de MTT en una concentracién de 5
mg.mL" e incubado en una camara de di6éxido de carbono al 5% humidificado
durante 4 hs. Después de la incubacion, la solucion de MTT fue eliminada y se
anadié 1 mL de etanol absoluto para solubilizar el precipitado. La absorbancia se
registré a 570 nm [123]. En todos los casos, los resultados fueron expresados como

media £ SD a partir de experimentos realizados por triplicado.

2.8. Diferenciacion de células mesenquimales
Dado que los osteoblastos muestran una actividad de fosfatasa alcalina alta (AP), la

actividad de esta enzima es un marcador factible para evaluar la diferenciacion
celular. Para ello, se obtuvieron células mesenquimales de médula 6sea femoral de
ratas segun el protocolo aislamiento de MSCs de rata [37] y se cultivaron en medio
de cultivo a-MEM. Posteriormente, las células se tripsinizaron y se plaquearon en
placas de cultivo de 24 pocillos (4 réplicas para la deteccién de la actividad
fosfatasa alcalina) a una concentracion de 1.000 células por pocillo en 1 mL de
medio. Después de alcanzar la confluencia, los diferentes medios de cultivo fueron
agregados y renovados cada dos dias. Para un control positivo los medios de cultivo

a-MEM se complementaron con 20 mM de B-glicerofosfato, 100 nM de

dexametasona y 50 pM de acido ascérbico.
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Se anadieron las nanoparticulas mesoporosas a los medios de cultivo en
concentraciones de 0,36 pg.L' y 3,6 pg.L ' Simultaneamente se agregaron también
nanoparticulas cargadas con ibandronato de sodio de 10® My 107 M. Por otro
lado, se prepard medio de cultivo a-MEM con ibandronato sédico 10® M pero sin
nanoparticulas. Las células se lavaron y lisaron después de 5, 10 y 15 dias con 400
pL de un buffer de lisis que contiene 0,1 M de dietilamina (DEA), 1 mM de MgCl, y
0,1% de Triton-100X.

La actividad de la fosfatasa alcalina se determiné con p-nitrofenilfosfato como el
sustrato. Basicamente, 50 pL de muestra fue afiadido a 100 pL de p-
nitrofenilfosfato (5 mM) en el mismo buffer utilizado para la lisis e incubado a 37°C
durante 60 min en agitacion. La reaccion enzimatica se detuvo afadiendo 20 plL de
NaOH 1 M. La actividad de la enzima se cuantific6 por mediciones de absorbancia

a 405 nm y calculadas segun una curva de calibracion.

2.9. Andlisis estadistico
Todos los experimentos se realizaron por lo menos en triplicado y fueron

estadisticamente analizados por ANOVA de una via. Las diferencias se analizaron
usando ANOVA de una via, seguido de la comparacion multiple de la Prueba de

Bonferroni, cuando la diferencia fue p <0,05 se consideré significativa.

3. Resultados y discusion

3.1. Caracterizacion de particulas
Se obtuvieron tres tipos de particulas de silica. Las particulas de silica sélidas (SNP)

tenian un diametro medio de 656,5 * 94,1nm. El andlisis del tamafio de particula
usando DLS también revel6 una homogeneidad en la distribucién confirmada por
imagenes TEM, asi como la ausencia de agregacién significativa (Figura 11A).
Cuando estas nanoparticulas se modificaron mediante la adicion de APTES, el
potencial zeta { cambié de -42 mV a +19 mV mostrando el éxito de la incorporacién
de grupos amino a la superficie de las nanoparticulas. El tamafio de particula medido
por DLS fue 630,0 + 48,9 nm, similar al obtenido para las SNPs originales. El
tamano de particula observado para las nanoparticulas mesoporosas (MNP) fue de
un diametro medio de 532,9 * 35 nm como se puede ver en las imagenes TEM y

SEM (Figura 11B y C). Las mediciones BET revelaron para las MNP una superficie
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especifica de 596,9 m2.g™" y un volumen total de poro de 0,331 mL.g™" con un radio
poroso de 1,25 nm. En el caso de particulas sélidas, el area de superficie especifica

estaba alrededor de 17,4 m2.g™" lo que confirma la ausencia de porosidad.

o i

Figura 11. Imagenes TEM y SEM de nanoparticulas de silica. A) TEM para nanoparticulas SNP b) TEM
para MNP c) SEM para MNP.

3.2. Incorporacién de ibandronato de sodio en nanoparticulas y liberacion del
farmaco in vitro
Las isotermas de adsorcion se realizaron para las nanoparticulas con grupos amino

y las nanoparticulas mesoporosas por electroforesis capilar (Figura 12).
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Figura 12. Electroferograma (A) standard ibandronato (B) (1) ibandronato (2) fosfito (3) fosfato. BGE:

solucién de éacido ftalico 7,5 mM pH 3,5. deteccién UV indirecta a 205 nm

La isoterma de Langmuir fue el modelo utilizado con el fin de caracterizar la
interaccion del ibandronato con las nanoparticulas de silica. Las isotermas de

Langmuir pueden ser expresadas de la siguiente manera:
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q = qoCeq / K+ Cqq

donde q es la capacidad de adsorcion expresada como la cantidad de ibandronato
adsorbido por unidad de masa de nanoparticulas (mg.g™"), K es la constante de
equilibrio de adsorciéon (mg.mL™), g, es la maxima capacidad de adsorcién (mg.g™)

y Ceq €s la concentracion de la solucién de incubacion en el equilibrio (Figura 13).

351
| | - NHZ Np
304 u = MNP
__ 254
z ]
=11 zu-

=1]

e

ﬂ | ] L] ]
0 2 4 6 8

concentracion en el equilibrio (mg mi™)

Figura 13. Isotermas de adsorcién de ibandronato de sodio para nanoparticulas amino modificadas

(NHz NP) y nanoparticulas de silica mesoporosa (MNP).

Como el ibandronato de sodio tiene los siguientes pKa: 2,0; 6,3 y 10,5 posee carga
negativa a pH fisiolégico. Con este hecho puede explicarse por qué la carga de
nanoparticulas de silica s6lidas de un potencial zeta negativo es muy baja (menos
de 1 mg.g™') en comparacién con las nanoparticulas amino modificadas de silica que
pueden incorporar tanto como 28,90 * 3,13 mg.g’ (por este motivo no se
presentan las isotermas correspondientes a las SNP). En este caso, el mecanismo
principal de la incorporacién del ibandronato podria ser una interaccidon
electrostatica entre el farmaco con carga negativa y la superficie positiva de las
particulas no porosas. Para las MNP la carga de ibandronato fue ain mayor, con
una capacidad maxima de 44,68 * 4,86 mg.g' que no puede explicarse por
interaccion electrostatica porque también tienen carga negativa, pero si en términos
de su alta area superficial. Como las MNP tienen alta porosidad, el farmaco puede

quedar atrapado dentro de esos poros.

Como se muestra en la (Figura 14), la liberaciéon del farmaco en los dos tipos de

particulas es similar siguiendo una cinética de primer orden y solo un poco mas
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lento para los MNP. En ambos casos, se observé una rapida liberacién, alcanzando

casi el 50% después de 5 hs y 100% después de 2 dias de incubacion.
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Figura 14. Liberacion in vitro de ibandronato desde nanoparticulas MNP y desde nanoparticulas

modificadas con grupos amino

3.3. Sintesis y caracterizacion de compésitos: liberacién in vitro
Las imagenes SEM mostraron una red tipica de colageno fibrilar con una alta

porosidad cuando los hidrogeles de colageno se prepararon sin la adicion de

nanoparticulas (Figura 15A) y esta red no tuvo cambios después de la incorporacién

de MNP cargadas con ibandronato de sodio (Figura 15B).

Figura 15. Imagenes SEM de hidrogeles de colageno puro (A) y compésitos MNP-colageno (B)
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Cuando estas nanoparticulas se incorporaron en los hidrogeles de colageno para
preparar compositos, se observé (Figura 16) que los geles de colageno puros
utilizados como controles y los compésitos con particulas modificadas con grupos
amino también tuvieron una liberaciéon rapida, alcanzando casi un 90% en los
primeros dos dias. Sin embargo, los compoésitos de colageno y MNP mostraron un
patron de liberacion diferente, En este caso, el 60% del farmaco se liberé después
de 2 dias y luego, la liberacion se mantuvo durante un periodo de 10 dias. Vale la
pena mencionar que en el caso de los compdsitos que incluian las nanoparticulas
modificadas con grupos amino, el farmaco solo se incorpora en la superficie de la
particula ya que no tienen porosidad. Por otra parte, las MNP tienen una gran area
superficial y poros, lo que permite que el farmaco se disperse en toda la particula.
En este material, la liberacién de los farmacos es por difusién. Por lo tanto, el liquido
necesita penetrar dentro del polimero de colageno en el primer paso y luego tiene
que ingresar también en los poros de MNP para permitir al farmaco difundir al

medio.
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Figura 16. Liberacion /n vitro de ibandronato de sodio desde los compésitos de MNP-colageno, NH;

NP-colageno y desde hidrogeles de colageno.

3.4. Ensayo de toxicidad y diferenciacion celular mesenquimal
Teniendo en cuenta que las MNP tenian una capacidad mas alta de incorporacion

del farmaco y una liberacion mas lenta cuando fueron incluidas en hidrogeles de

colageno, se decidié realizar solo experimentos celulares con este tipo de NP. Por
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lo tanto, se determiné /n vitro el efecto de las nanoparticulas de silica mesoporosas

en varias concentraciones sobre la viabilidad de células SAOS (Figura 17).
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Figura 17. Citotoxicidad de MNP en diferentes concentraciones para células SAOS después de dos
dias de exposicion realizada por el ensayo de MTT representado como porcentaje de viabilidad con

respecto a un grupo de control. * Indica una significacion estadistica en comparacion al grupo control.

Estas nanoparticulas (sin farmaco) aumentaron significativamente la proliferacién
celular después de 48 hs en comparacion con el control en concentraciones entre
0,06 y 0,6 mg.mL™. Sin embargo, las nanoparticulas en concentraciones superiores
a 1,2 mg.mL"' parecen ser toxicas para las células, ya que presentaron una
disminuciéon del 40% en su viabilidad para 2,4 mg.mL". Estos resultados son
coherentes con trabajos previos en donde osteoblastos de cultivo primario de rata
se colocaron en contacto con los productos idnicos de un vidrio bioactivo con un
60% de silica, en los cuales aumento la viabilidad celular en comparaciéon con el

control [124].

Posteriormente, se midio la fosfatasa alcalina (ALP) luego de la incubacién de células
mesenquimales con MNP cargadas o no con ibandronato sédico. Se pudo observar
(Figura 18) que el ibandronato sodico (10® M) tuvo un efecto positivo sobre la
diferenciacion celular ya que la actividad de ALP aument6 significativamente
después de 5y 10 dias de cultivo en comparacion con el control negativo. Esto fue

reportado previamente para la misma concentracion de otros bisfosfonatos [125].
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Figura 18. Actividad osteogénica de MNP y MNP con ibandronato de sodio en células mesenquimales
midiendo la actividad de fosfatasa alcalina de las células. IB 10 ® indica un medio de cultivo con un
contenido de ibandronato sédico 10® M. MNP indica la presencia de 0,36 nug L' MNP, MNP? indica
la presencia de 3,6 ug L' MNP, MNP + IB' indica la presencia de 0,36 pug L' MNP cargado con 10-
& de ibandronato de sodio y MNP + IB? indica la presencia de 3,6 pg L' MNP cargado con 107 de

ibandronato sédico. * Indica una significancia estadistica en comparacién con el control negativo.

Von Knoch et al, por ejemplo, demostraron que el zoledronato, risedronato y
alendronato promueven la diferenciaciéon de células madre de la medula 6sea a
osteoblastos, proporcionando una mayor evidencia de sus efectos anabdlicos en
osteoblastos [126]. Del mismo modo, las nanoparticulas cargadas con ibandronato
en dos concentraciones diferentes (10® y 107) produjeron un aumento en la
actividad de ALP después de 10 dias de cultivo, probablemente debido al hecho de
que la liberacion del farmaco es distinta en comparacion a la solucion de
ibandronato, necesitandose mayores tiempos de cultivo para llegar a observar el

efecto diferenciador.

Curiosamente, las MNP también tuvieron un efecto sobre la diferenciacion de las
células cuando no llevaban el ibandronato de manera similar a otros trabajos
previamente publicados [127], y dicho efecto también se retras6 a 10y 15 dias con

respecto al control positivo probablemente debido a que la silica tiene que
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solubilizarse previamente desde las nanoparticulas para estar disponible en el

medio de cultivo de las células y ejercer un efecto sobre ellas.

No se observé ninguna diferencia significativa cuando las dos diferentes
concentraciones de nanoparticulas de silica mesoporosas fueron incorporadas a los
medios de cultivo. Ha et al, [128] observaron recientemente que una nanoparticula
bioactiva basada en silica en una formulacién estimula la diferenciacion vy
mineralizacion /n vitro de osteoblastos, y ademas aumenta la densidad mineral 6sea
en ratones jovenes /in vivo demostrando que estas nanoparticulas tienen actividad
biolégica intrinseca, mas alla de su efecto inhibitorio de la actividad osteoclastica

por la portacién del farmaco ibandronato.

En conclusion, estos compositos de MNP-colageno representarian una alternativa
valiosa para la administracién local sostenida de bisfosfonatos y con uso potencial
en la regeneracion 6sea. De hecho, este sistema combina: i) un efecto inhibitorio
bien conocido sobre los osteoclastos [94,95] ii) la capacidad de promover un efecto
de diferenciacion osteogénica en células mesenquimales vy iii) al mismo tiempo no

son toxicas para las células.
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CAPITULO 3:

DESARROLLO Y EVALUACION DE HIDROGELES DE
TIMOL-QUITOSANO CON ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA-ANTIOXIDANTE PARA LA
ADMINISTRACION LOCAL ORAL
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1. Introduccién
Hoy en dia, el desarrollo de dispositivos innovadores para la administracion de

farmacos esta centrado en la prevencion de los efectos secundarios y en el aumento
de los intervalos de dosificacion [129]. Una estrategia para evitar los efectos
secundarios de la administracion sistémica, es el desarrollo de sistemas de
administracion locales [130-133], por lo tanto, la administracion dérmica, por
mucosa, ocular y por inhalacion puede ayudar a prevenirlos [134,135].
Particularmente, hay algunas caracteristicas de la mucosa que influyen en el disefio
de nuevos sistemas de administracion. Las membranas mucosas no poseen una
capa externa queratinizada como la piel y por ello son mucho mas sensibles a los
irritantes. Sin embargo, al tener un buen perfil de permeabilidad, se convierten en
un sitio adecuado para la administracién de farmacos.

Ademas, generalmente las enfermedades implican mecanismos complejos y diversos
en los que se necesitan varios activos para lograr un tratamiento adecuado. La
enfermedad periodontal es un ejemplo. Las bacterias estan presentes en todas las
etapas de la enfermedad, asi como la inflamacién del tejido periodontal [136,137].
Por lo tanto, se requieren antimicrobianos, antioxidantes, antirresortivos y anti-
inflamatorios a lo largo del tratamiento [32,138-141].

Hoy en dia, algunos productos comerciales incluyen enjuagues bucales que se
aplican diariamente, antibioticos sistémicos y dispositivos de administracion local
de farmacos [32,33]. Teniendo esto en cuenta, el timol tiene propiedades
antimicrobianas [142-144] y antioxidantes [145] asi como las caracteristicas
organolépticas adecuadas para la administracion oral local. Sin embargo, es
ligeramente soluble en agua y volatil, generando un obstaculo para desarrollar un
dispositivo de administracion oral.

Por otra parte, el biomarterial quitosano es un polisacarido lineal constituido por
glucosamina y N-acetil-glucosamina derivado de crustaceos que tiene buenas
perspectivas para aplicaciones biomédicas. Los grupos amino del quitosano pueden
establecer interacciones idnicas mientras que los grupos acetamida pueden
participar en interacciones hidrofébicas, dando lugar a un amplio espectro de
moléculas candidatas para la liberacion de farmacos y una alta capacidad de
adsorcion [25]. Ademas, los grupos funcionales del quitosano tales como el
hidroxilo y el amino pueden modificarse quimicamente [146]. Por ejemplo, la adicién

de grupos alquilo y carboximetilo al quitosano cambia su aspecto fisico, quimico y
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propiedades mecanicas [147]. Muchos avances han sido logrados en modificaciones
quimicas y enzimaticas del quitosano. En el caso concreto de las modificaciones
enzimaticas, éstas han demostrado alta especificidad utilizando condiciones de
reaccion favorables al medio ambiente [148].

El quitosano también ha mostrado actividad antimicrobiana [149,150]. Sin
embargo, se encuentran algunas discrepancias en la literatura. La actividad
antimicrobiana esta influenciada por caracteristicas del polimero como el grado de
desacetilacion y factores externos como el tipo de microorganismo y el pH. Hay
varias hipotesis acerca del mecanismo de accién del quitosano. Algunos autores
postulan al quitosano como agente quelante, otros como un polimero policationico
que se une a las proteinas de la superficie celular aniénica de los microorganismos
[151].

Ademas, se ha estudiado la citocompatibilidad del quitosano en muchos tipos de
células como osteoblastos, fibroblastos y células neuronales [152-154]. Estas
células pudieron adherirse y proliferar en la matriz de quitosano mostrando una
buena biocompatibilidad. Algunos autores sostienen que la homologia entre el
biopolimero de quitosano y acido hialurénico nativo u otras glucosaminas
extracelulares podrian ser una de las razones de su biocompatibilidad [155]. Dada
su biocompatibilidad, el quitosano y sus compbsitos se consideran buenos
candidatos para la ingenieria de tejidos y la curacion de heridas [156—158].
Ademas, el quitosano es un polimero biodegradable. De hecho, se sabe que la
lisozima y otras enzimas pueden degradar el quitosano en productos no toxicos.
Esto es bastante interesante porque los andamios y dispositivos de administracién
biodegradables tienen aplicaciones clinicas prometedoras, ya que generalmente
muestran buena aceptacion del paciente [159].

Por dultimo, el quitosano es un polimero mucoadhesivo [155,160,161]. La
mucoadhesion es un proceso en el que se establecen interacciones quimicas entre
la mucina y el biopolimero. La naturaleza de estas interacciones difiere segun las
caracteristicas del biopolimero. El proceso de mucoadhesion se puede dividir en
dos eventos diferentes. Primero, el polimero se moja y se expande en la red de
mucina. Luego, se establecen enlaces covalentes, interacciones idnicas y de puente
de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals y electrostaticas entre el polimero y la
mucina. En el caso del quitosano, los grupos amino e hidroxilo forman puentes de

hidrégeno con la mucina y su estructura lineal da una buena flexibilidad al polimero,
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estimulando la mucoadhesiéon [162]. En conclusion, el quitosano tiene buenas
cualidades para el desarrollo de sistemas de liberacion de farmacos y de
regeneracion tisular [163,164].

En particular, los hidrogeles de quitosano se pueden usar como carriers para la
liberacion de farmacos y también como un andamio biodegradable para la
regeneracion del tejido periodontal. En el tratamiento de la enfermedad periodontal,
no solo es importante tratar los signos y sintomas, sino también la recuperacion del
tejido perdido. Hoy en dia, la recuperacion completa del tejido periodontal todavia
parece demasiado lejos de lograr. Sin embargo, se han realizado importantes
avances en la regeneracion 6sea alveolar gracias a materiales ceramicos como la
silica, la hidroxiapatita y el fosfato de calcio [165,166] porque los materiales
ceramicos pueden comportarse como materiales bioactivos que fomentan la
formacion de hueso [167]. Ademas, hay un desarrollo creciente en la regeneracion
de tejidos blandos periodontales con materiales organicos como colageno y
quitosano [168-170].

En este capitulo, un hidrogel de quitosano desarrollado por un método de spray
con propiedades reolégicas, un comportamiento de hinchamiento y una estructura
porosa adecuada para la liberacion de farmacos se presenta como una alternativa
para el tratamiento de la enfermedad periodontal. Desarrollamos la transicién sol-
gel con una solucion alcalina y le incorporamos timol, un compuesto con
propiedades antimicrobianas y antioxidantes. Se realizaron ensayos de
citocompatibilidad con fibroblastos [3T3] de raton confirmando su
biocompatibilidad. Ademas, se evalué el grado de incorporacion de timol en la red
polimérica de quitosano, su cinética de liberacién, asi como sus actividades
antimicrobianas y antioxidantes con el objeto de buscar un biomaterial con

propiedades antimicrobianas y antioxidantes para tratar la enfermedad periodontal.

2. Experimental

2.1. Reactivos y materiales
El quitosano de baja viscosidad obtenido de cangrejo con una viscosidad estructural

66 mPas y desacetilacion >75,0%, la lisozima de huevo de gallina blanco (100.000
U/mg), el reactivo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, el
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), el DAB (tetrahidrocloruro de diaminobencidina),
la epinefrina y el timol >98,5% se compraron de Sigma-Aldrich (St Louis, USA). El
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reactivo de Folin-Ciocalteu se obtuvo de Merck (Darmstadt, Alemania). El medio de
Eagle modificado por Dulbecco, el suero fetal bovino, la penicilina y la
estreptomicina se compraron a Gibco. El caldo Todd- Hewitt se obtuvo de Britania

Lab. Todos los demas reactivos fueron de grado analitico.

2.2. Sintesis del hidrogel de quitosano
Se preparé una solucién de 20 mg.mL" dispersando el quitosano en polvo en acido

acético al 1% (v/v). Se agit6 durante 15 minutos para obtener asi una dispersion
homogénea. Luego, 1 mL de solucién de quitosano se vertié en cada pocillo de una
placa de cultivo de 24 pocillos, utilizada como molde. Luego, se rocié con una
solucion de NaOH 1 N y se dej6 durante 5 hs a temperatura ambiente. Finalmente,
se elimin6 la solucion de NaOH y los hidrogeles obtenidos se lavaron con agua

desionizada hasta que se alcanzé un pH neutro.

2.3. Caracterizacion ultraestructural del hidrogel de quitosano
Los hidrogeles de quitosano se analizaron mediante microscopia electronica de

barrido (SEM). Por tal motivo, las muestras se fijaron con una solucién de
glutaraldehido (10% v/v en PBS) durante 1 h a 4°C. Después de la fijacion, las
muestras se lavaron tres veces con PBS y luego se congelaron a -80°C. Finalmente,
las muestras fueron liofilizadas y recubiertas de oro para su analisis con un
microscopio Zeiss SUPRA 40.

El analisis del microscopio electronico de transmisiéon (TEM) se realizé en un MET
Zeiss 109. Después de la fijacion y el lavado como se describe anteriormente, las
muestras se fijaron posteriormente usando un tetradxido de osmio al 5% en un
buffer de cacodilato/sacarosa (0,05 M/0,3 M) con un pH de 7,4 durante 1 h a 4°C.
Posteriormente, las muestras se deshidrataron e incluyeron en resina epoxi. Las
secciones delgadas se cortaron con un ultra micrétomo y se contrastaron con acido

fosfotungstico. Las secciones recuperadas fueron fotografiadas.

2.4. Caracterizacion por FT-IR
Los espectros infrarrojos de transformada de Fourier (FTIR) de los hidrogeles de

quitosano liofilizados se llevaron a cabo con un FTIR-Raman Thermo Scientific
Nicolet modelo 50 IS, combinado con un dispositivo de ATR. El rango de escaneo
fue 4000-500 cm™. Los espectros fueron procesados por el software Thermo

Nicolet OMNIC.
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2.5. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Se realizaron mediciones de calorimetria diferencial de barrido (DSC) en un

instrumento Shimadzu DSC-50. La temperatura fue calibrada con In (157 °C, 3.3 J
mol™"). Aproximadamente 20 mg de muestra liofilizada se equilibré primero a 25 °C
y luego se calent6 de 25 a 240 °C a una velocidad constante de 10 °C.min™, bajo

un flujo de nitrégeno de 50 mL.min™".

2.5 Perfil de hinchamiento
Los hidrogeles de quitosano y timol-quitosano se liofilizaron, se pesaron (W,) y se

almacenaron en buffer fosfato salino (PBS) para permitir la absorcién de agua.
Posteriormente, los hidrogeles se pesaron (W) en diferentes momentos (t) después
de eliminar el exceso de buffer. El grado de hinchamiento se calculé6 mediante la
siguiente ecuacion:

W% = [(W — Wo) /W] x 100

Mas tarde, el contenido de agua en equilibrio (W) y las constantes de velocidad se
calcularon de acuerdo con la siguiente ecuacion:

t/W= 1/ (KW2=) + t/W=

donde t es el tiempo

2.7. Medidas reolégicas
Primero se realizaron barridos de amplitud para determinar el rango viscoelastico

lineal (LVR). Luego, mediante ensayos de corte dinamico se obtuvieron el médulo
elastico o de almacenamiento, G', el médulo viscoso o de pérdida, G" y la viscosidad
compleja (n*) en funcién de la frecuencia (®), en un rango de 0,1 a 500 s de los
materiales estudiados usando un reémetro rotacional de Anton Paar (MCR-301)
provisto con una camara termotastizada CTD 600. Las pruebas se realizaron usando
placas paralelas de 25 mm de diametro, una tension de y = 1,0%. Las mediciones
se llevaron a cabo a temperatura ambiente (20°C) y todas las pruebas se realizaron
utilizando deformaciones pequefias para garantizar la linealidad de las respuestas
dinamicas. Todas las medidas se repitieron usando diferentes muestras. El ancho de

espacio utilizado fue de 1,8-2 mm.

2.8. Biodegradabilidad del quitosano
Los hidrogeles de quitosano y timol-quitosano se liofilizaron y pesaron (W,). Luego,

se sumergieron en buffer fosfato salino (PBS) con 1 mg.ml" de lisozima (100.000
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U.mg) a 37 °C. Después de 7 dias, los hidrogeles se lavaron, liofilizaron y pesaron
(W7 4ias)- El porcentaje de peso se determind para evaluar la biodegradaciéon del

hidrogel segun la siguiente ecuacion:

W% = (W5 giasy W,) X 100

2.9. Prueba de viabilidad y cultivo celular
Las células [3T3] de fibroblastos de raton se cultivaron en botellas de cultivo

adherentes con medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) con bajo contenido
de glucosa complementado con un 10% de suero fetal bovino inactivado por calor
y un 1% de penicilina-estreptomicina. Las células se mantuvieron a 37°C en una
camara de diéxido de carbono al 5% humidificado hasta que se alcanzé la
confluencia. La disrupcién y remocién celular se realizé con una solucion de tripsina-
EDTA. Las células se tifieron con azul tripan y se contaron en una camara Neubauer.
Las células de fibroblastos (1,22 x 10?) fueron sembradas en cada hidrogel seguido
por la adiciéon de 1 mL de medio completo DMEM de baja glucosa. Después de 24
hs de incubacién a 37°C, en un 5% de CO, la actividad metabdlica celular se midi6é
usando el ensayo de MTT.

Para ello, el medio se elimin6 y se reemplaz6 por 1 mL de una solucién 0,5 mg-mL"
' de MTT en medio fresco. Las muestras fueron incubadas en una camara
humidificada al 5% de diéxido de carbono por 4 hs. Posteriormente, se eliminaron
las soluciones, se afiadi6 1 mL de etanol absoluto y las mezclas se incubaron
durante 30 min a temperatura ambiente para solubilizar el precipitado azul. La
absorbancia se registr6 a 570 nm en un espectrofotometro UV-Visible (Cecil CE

3021, Cambridge, Inglaterra)

2.10. Carga y liberacion de timol
Los hidrogeles de quitosano se incubaron en soluciones hidroalcohélicas de timol

(2,5 mg.mL"y 1,25 mg.mL™") durante 7 hs. Los hidrogeles se lavaron con agua y
después de eso 1 mL de buffer fosfato salino (PBS) o saliva artificial Fusayama
Meyer modificada (NaCl 6,8 mM, KCI 5,4 mM, CaCl, 5,4 mM, Na,HPO, 1,6 mM, urea
16 mM) (AS) se agregdé a cada hidrogel para realizar el ensayo de liberacion. El
medio de liberacion fue eliminado en diferentes tiempos de los hidrogeles y se
repuso con medio nuevo. La liberacion acumulada de timol se midi6 a través del

método espectrofotométrico Folin-Ciocalteau, ampliamente utilizado para
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determinar el contenido de polifenoles y fenoles. Brevemente, se mezclaron 200 pL
de sobrenadante de cada hidrogel con 200 pL de reactivo y 2 mL de solucion de

Na,COs (2% p/v). Después de 1 h de incubacién, cada muestra se midié a 725 nm

en un espectrofotometro UV-VIS (Cecil CE 3021, Cambridge, Inglaterra).

2.11. Prueba de viabilidad de células bacterianas

2.11.1. Ensayo MTT y anélisis SEM
Los hidrogeles de quitosano se incubaron en anaerobiosis a 37°C en caldo Todd-

Hewitt con 5% de glucosa con 1 x 10° UFC de Streptococcus mutans. Después de
24 hs, en algunos hidrogeles se afiadi6 el reactivo MTT (5 mg.mL" en PBS) dado
que el Streptococcus mutans reduce el colorante MTT (Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) en formazan purpura insoluble. Luego de la
incubacion, estos hidrogeles de quitosano se disolvieron en acido acético al 1%
(V/V) y se realizaron diluciones posteriores en etanol. Las soluciones coloreadas
debido a la disolucién de los cristales de formazan se midieron a 570 nm en un
espectrofotometro UV-VIS (Cecil CE 3021, Cambridge, Inglaterra). En paralelo, otros
hidrogeles se fijaron y se analizaron mediante microscopia electronica de barrido

(SEM) como se describe en la Seccién 2.3.

2.12. Prueba de actividad antimicrobiana

2.12.1. Método de conteo de placas
Se afiadi6 una suspension bacteriana de 1.10° UFC.mL"' en PBS o AS a los

hidrogeles de quitosano cargados con timol. Los hidrogeles fueron incubados a
37°C. Después de 24 hs se retir6 la suspension bacteriana de los hidrogeles y se
realizaron diluciones en serie en solucion fisiolégica de cada sobrenadante.
Finalmente, 20 pL de cada solucion se extendieron en placas de agar y se conto el
numero de unidades formadoras de colonias. Esta metodologia se repitié dos veces
mas, para evaluar el efecto antimicrobiano de los materiales sintetizados después
de 24 hs, 48 hs y 72 hs. Para Staphylococcus aureus se utilizaron placas de agar
Luria-Bertani (LB) (extracto de levadura, 5 g.L""; agar, 15 g.L"; NaCl, 10 gL'y
triptona, 10 g.L"") mientras que para Streptococcus mutans, placas de agar sangre

en condiciones anaerdbicas.
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2.13. Actividad antioxidante

2.13.1. Ensayo DPPH
La actividad scavenger del radical libre estable DPPH fue analizada por el método

modificado de Blois en el que la tasa de blanqueo de DPPH es monitoreada a una
longitud de onda caracteristica en presencia de la muestra [171]. El ensayo se
realizé6 de la siguiente manera: 100 pL de sobrenadante de los hidrogeles de
quitosano cargados con timol se mezclaron con 400 pL de buffer Tris pH= 7,4y
500 uL de DPPH 100 pM. La absorbancia se midié a 517 nm. La inhibicion DPPH
fue calculada por la ecuacion:

% de inhibicion = [1 - (Anuestra/ Aoper)] X 100

donde A es la absorbancia medida.

2.13.2. Simil actividad peroxidasa
La actividad simil peroxidasa de los hidrogeles timol-quitosano se realizé por el

método descrito por Herzog y Fahimi [172]. Después de su sintesis e incorporacién
de timol, 200 pL de los sobrenadantes de los hidrogeles se mezclaron con 25 pL
de H,0, 0,030 My 775 pL de tetrahidrocloruro de diaminobencidina (DAB) 1.10™
M preparado en buffer Krebs-Henseleit (pH= 7,4) que contiene: NaCl 125 mM; KCI
4,0 mM; NaH,PO, 0,5 mM; 0,1 mM MgCl,; CaCl, 1,1 mM y glucosa 5,0 mM. Una
solucién de DAB sin H,O, se usé como blanco de reaccién. La reaccion fue iniciada
por H,O, y el cambio en las lecturas de absorbancia se registré a intervalos de 30
segundos durante 5 minutos usando un espectrofotometro de Shimadzu UV- 240
(impresora grafica PR-1) ajustado a 465 nm. La absorbancia A/min fue calculada y
una curva de calibracién de la concentracién de peroxidasa frente al
Aabsorbancia/min se realizé usando peroxidasa de rabano picante de concentracion
conocida, obteniendo una relacién lineal en el rango de 1,95 x 10° a 2,5 x 107
U.mL". La actividad de las muestras fue calculada por interpolacién en la curva

estandar.

2.13.3. Actividad simil superéxido dismutasa
La actividad simil superéxido dismutasa fue determinada por la capacidad de inhibir

la autooxidacion de epinefrina a adrenocromo, en presencia del oxigeno de la
atmosfera [173]. Para este proposito, se mezclaron 50 uL del sobrenadante del

hidrogel, 910 pL de buffer fosfato pH=10,7 y 40 uL de epinefrina 2 mM. La
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absorbancia resultante se midi6 a 480 nm cada 10 segundos durante 5 minutos.
La Aabsorbancia/min se calculé y se evalu6 la actividad antioxidante de las muestras
como el % de inhibicion de la autooxidacion de epinefrina mediante la siguiente
ecuacion:

% de inhibicion= [(AAbs/MiNcpinetrina-AADS/MiNyyestra)/ AADS/MiNgpinetrina] X 100

2.14. Andlisis estadistico
Los datos se representan como medias + SD de experimentos de al menos

triplicados. Para algunos datos, las diferencias se analizaron mediante ANOVA
(andlisis de varianza), seguido de una prueba de comparacién miltiple de
Bonferroni. Para otros datos, se realizé la prueba t de Student. En cada estadistica

p <O,05 se consideré como significativo.

3. Resultados y discusion

3.1. Sintesis y caracterizacién de hidrogeles de quitosano
Los hidrogeles de quitosano se sintetizaron mediante un método de spray. La

gelificacion inmediata se logré6 por la rapida neutralizacion de las cadenas
multicatidnicas de quitosano mediante la aplicacion de hidroxido de sodio 1 M

(Figura 19).

NH, . ) . i,l-"lH2 ‘
NH,* X B " ‘ —
) " NH,

NH,* " ' NH,

Figura 19. Representacion esquematica de la sintesis de los hidrogeles de quitosano

La preparaciéon de hidrogeles de quitosano por esta técnica garantiza una
estructura porosa y una gran superficie, propiedades altamente deseables para
mejorar la adhesion, la proliferacion celular y mejorar la incorporacién de principios
activos. La homogeneidad de la red polimérica, la estructura de poros y el tamafo
de poro aproximado se observaron mediante microscopia electronica de barrido

(SEM) y microscopia de transmision electrénica (TEM) (Figura 20).
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Figura 20. (A) Imagen SEM representativa del hidrogel de quitosano (B) Imagen TEM representativa

del hidrogel de quitosano

Ademas, el espectro infrarrojo de transformada de Fourier (FTIR) mostré un pico a
1550 cm™ correspondiente al pico de la flexion (N-H) y el pico de la amida | a 1650
cm™ (C=0). También se observé una banda ancha en 3500-3100 cm™ que podria
atribuirse a vibraciones de estiramiento (N-H) y (O-H). El espectro FTIR obtenido es
consistente con un quitosano de alto grado de desacetilacion [153] (Figura 21A).

También se realizé un andlisis de calorimetria de barrido diferencial. Esta técnica
ampliamente utilizada para la caracterizaciéon de polimeros tiene la capacidad de
determinar cambios fisicos y quimicos en biopolimeros como el quitosano. En el
termograma DSC (Figura 21B), se observé un pico endotérmico caracteristico a
126,7°C, que se puede atribuir a la pérdida de agua [174]. Este resultado implica
que hay una fraccién de agua presente en el hidrogel y esta estrechamente asociado

a la matriz del polisacarido [175,176].
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Figura 21. (A) Espectro FTIR de los hidrogeles de quitosano (B) Termograma DSC de los hidrogeles de quitosano a una velocidad de calentamiento de 10°C.min""

bajo un flujo de nitrégeno de 50 mL.min""
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Posteriormente, se realizaron estudios de hinchamiento a los hidrogeles de timol-
quitosano (Figura 22A). Los hidrogeles de quitosano cargados con timol mostraron
buenas propiedades de hinchamiento, este proceso sigui6é una cinética de segundo

orden y absorbieron una gran cantidad de agua (Figura 22B).
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Figura 22. (A) Estudios de hinchamiento de los hidrogeles de quitosano y timol-quitosano durante
un periodo de 24 hs en PBS (n = 6) (B) Datos experimentales del contenido de agua y tiempo
trazados de acuerdo con una cinética de segundo orden (n = 6) de los hidrogeles de quitosano y

timol-quitosano

El perfil de hinchamiento del hidrogel revela que casi en 1 hora se alcanzé el
equilibrio. En la Tabla 1, se detalla el contenido de agua en equilibrio de los
hidrogeles de quitosano e hidrogeles de timol-quitosano, alcanzando hasta ~ 96%

de agua (Tabla 1).

Tabla 1. Contenido de agua en el equilibrio (W=) de los hidrogeles de quitosano y timol-quitosano y

el coeficiente de determinacién (r?) del contenido de agua de acuerdo con una cinética de segundo

orden
r2 W,
quitosano 0.9998 96.12
2.5mg.mL? 0.9998 96.25

1.25mg.mL? 0.9999 96.62




Vale la pena mencionar que es sabido que los hidrogeles que tienen un alto
contenido de agua muestran una buena biocompatibilidad, una clara ventaja para
aplicaciones médicas [177].

Ademas, los estudios reoldgicos indicaron que el quitosano era un hidrogel

predominantemente elastico, modulo de

debido a que los valores del
almacenamiento G' (aprox. 1000 Pa) fueron siempre mayores que los valores del
moédulo de pérdida G" (aprox. 100 Pa) [178] (Figura 23B). Los hidrogeles
dominantemente elasticos generalmente tienen un buen comportamiento de

hinchamiento. Por lo tanto, las propiedades viscoelasticas de los hidrogeles de

quitosano concuerdan con su perfil de hinchamiento.
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Figura 23. (A) Viscosidad compleja de los hidrogeles de quitosano frente a la frecuencia (B)

Respuesta viscoelastica de los hidrogeles de quitosano frente a la frecuencia (G'y G"). (N = 2)

En resumen, las propiedades viscoelasticas, el perfil de hinchamiento y los
resultados de DSC indican que los hidrogeles de quitosano tienen una gran afinidad
por el agua, favoreciendo la mucoadhesion del quitosano a la mucosa oral. En
efecto, el agua representa casi el 95% del peso de la capa mucosa.

La biodegradabilidad del quitosano también se evalu6é. Especialmente porque la
saliva es un liquido que contiene varios electrolitos y proteinas como la lisozima,
que es capaz de degradar el quitosano ya que puede hidrolizar enlaces 3-1,4 entre
el acido N-acetilmuramico y la N-acetil-D-glucosamina. Después de 7 dias de
incubacién, los hidrogeles de quitosano cargados con timol fueron degradados por

la lisozima en un ~10% (Figura 24).
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Figura 24. Biodegradacion de hidrogeles de timol-quitosano en 7 dias con 1 mg.mL" de lisozima

en PBS.

3.2. Estudios de biocompatibilidad con hidrogeles de quitosano y estudios de
liberacién de timol
Una vez que se caracterizaron los hidrogeles de quitosano, se prepararon los

ensayos de citocompatibilidad con fibroblastos [3T3]. Los fibroblastos
generalmente se encuentran en el tejido conectivo y son los responsables de la
sintesis de colageno, glicoaminoglicanos y otros componentes de la matriz
extracelular. Por lo tanto, tienen un papel importante en la regeneracion de los
tejidos blandos. Los resultados de MTT mostraron que los hidrogeles son
citocompatibles durante al menos 24 hs, por lo que son factibles para ser utilizados
como andamios celulares. La cantidad de células viables sembradas en los
hidrogeles de quitosano aumenté aproximadamente 4 veces después 24 hs. (p

<0,05) (Figura 25).
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Figura 25. La citocompatibilidad con fibroblastos 3T3 durante 24 hs en los hidrogeles de quitosano

(n = 3) * p <0,05 se consideré significativa mediante la prueba t de Student

Debido a su alto grado de desacetilacién, el quitosano esta compuesto
principalmente por residuos de glucosamina que exhiben una gran cantidad de
grupos amino e hidroxilo que estan disponibles para la formacién de puentes de
hidrégeno e interacciones electrostaticas con el grupo fenol del timol. Por lo tanto,
podria hipotetizarse que el timol podria unirse al quitosano por enlaces no
covalentes, como interacciones electrostaticas y puentes de hidrégeno. Ademas, la
porosidad del hidrogel de quitosano fomenta la proximidad entre los grupos
funcionales que conducen a la formacion de estos tipos de enlaces, aumentando asi
la incorporacion de timol. Los hidrogeles de quitosano incubados con soluciones
de 2,5 mg.mL" y 1,25 mg.mL" de timol incorporaron (0,99 + 0,03) mgy (0,57 *
0,03) mg por hidrogel (20 mg) respectivamente.

Posteriormente, la liberacion acumulada de timol se llevé a cabo en dos diferentes

medios de liberacion (Figura 26).
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Figura 26. Liberacion acumulativa de timol en saliva artificial y PBS desde los hidrogeles de

quitosano (n = 3)

Después de 4 hs, aproximadamente un 70% de timol se liberé en el medio AS en
contraste a lo observado en PBS, en el que el contenido de timol liberado al medio
fue ~45%. En el buffer PBS, que se usa frecuentemente para las medidas de
liberacién /n vitro de farmacos porque se asemejan a las condiciones fisiolodgicas, el
100% de liberacion de timol se logré en casi 48 hs.

En la saliva artificial Fuyasama Meyer modificada [179], cuya composicién se
asemeja aun mas a la saliva natural, la liberacién de timol fue incluso mas rapida,
alcanzando casi el 100% después de 24 hs. Sin embargo, ambos medios, PBS y
AS, mostraron perfiles similares de liberacion /in vitro siguiendo una cinética de
primer orden. Los estudios de liberacidon sugieren que los hidrogeles podrian usarse
como carriers de timol para una terapia antioxidante-antimicrobiana teniendo en

cuenta su aplicacion periddica por el paciente en intervalos de 2-3 dias.

3.3. Viabilidad de células bacterianas en hidrogeles de quitosano y estudios de la
actividad antimicrobiana

La literatura sostiene que el quitosano tiene actividad antimicrobiana. Sin embargo,
varios factores pueden tener un impacto en el comportamiento del quitosano. Por
ello, decidimos evaluar de diferentes maneras la actividad antimicrobiana del
quitosano.

En primer lugar, empleamos un ensayo de MTT para analizar la viabilidad de células
bacterianas en hidrogeles de quitosano [180] con o sin activo durante 24 hs en
caldo Todd-Hewitt con 5% de glucosa. La viabilidad del Streptococcus mutans fue
significativamente mayor en los hidrogeles de quitosano que los hidrogeles de

quitosano que se incubaron con timol (p <0,05) (Figura 27).

<$




140+

I
120 ] T
= 100+ I-
B 804
=
S 604
S
- 40+
20
0 T T T
2.5 258 125  1.25B

hidrogeles de timol-quitosano (mg.mL™")

Figura 27. Viabilidad de Streptococcus mutans en hidrogeles de timol-quitosano por ensayo de MTT
después de 24hs (n = 3). Las diferencias se analizaron mediante ANOVA, seguido de la prueba de

comparaciones multiples de Bonferroni, p <0,05 se consider6 significativo. B es el hidrogel de

quitosano sin timol.

En segundo lugar, se realizé un analisis de microscopia electréonica de barrido para
evaluar la agregacion de Streptococcus mutans en los hidrogeles de quitosano con
y sin timol después de 24 hs de incubacion en caldo Todd-Hewitt con glucosa al
5%. Como era de esperar, no se encontraron bacterias en los hidrogeles de
quitosano cargados con timol mientras que en los hidrogeles de quitosano sin timol
se observaron altas cantidades de bacterias adheridas (Figura 28). Las imagenes
SEM confirman ain mas que la adhesiéon y la agregacion de bacterias fue
desfavorecida en los hidrogeles de quitosano cargados con timol. Los resultados
de ambas técnicas sostienen que los hidrogeles de quitosano sin timol son matrices
adecuadas para la agregacion y proliferacion de Streptococcus mutans a diferencia

de los hidrogeles de quitosano cargados con timol, en los que no hay agregacién o

proliferacion.
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Figura 28. (A) Imagen SEM del hidrogel de quitosano (B) Imagen SEM de Streptococcus mutans
sobre hidrogel de quitosano (C) Imagen SEM del biofilm de Streptococcus mutans sobre hidrogel de

quitosano
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En tercer lugar, se evaluo la actividad antimicrobiana de los hidrogeles de timol-
quitosano en PBS y en saliva artificial mediante el método de conteo de placas
(Figura 29).
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Figura 29. (A) Actividad antimicrobiana de hidrogeles de timol-quitosano contra Staphylococcus
aureus por el método de recuento en placas durante un periodo de 72 hs (n = 3) en PBS (B) Actividad
antimicrobiana de hidrogeles de timol-quitosano contra Streptococcus mutans por el método de

recuento en placas durante un periodo de 72 hs (n = 3) en saliva artificial.

En los hidrogeles de quitosano sin timol se observé la proliferacion de
Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans en cada ciclo de reutilizacién. La
ausencia de actividad antimicrobiana en los hidrogeles de quitosano sin timol podria
atribuirse a la neutralizacion de los grupos amino durante el proceso de gelificacion.
Con lo cual, el quitosano no puede comportarse como un grupo de cadenas
policatidnicas que podrian ser las responsables de su actividad antimicrobiana. Por
el contrario, los hidrogeles de quitosano cargados con timol mostraron una
actividad antimicrobiana significativa contra Staphylococcus aureus'y Streptococcus

mutans durante 3 ciclos consecutivos de reutilizaciéon de 24 hs incubado en PBS o
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AS respectivamente confirmando que los hidrogeles de timol-quitosano presentan
una actividad antimicrobiana efectiva durante 72 hs.

Cabe aclarar que la bacteria Staphylococcus aureus es una especie no frecuente en
la cavidad oral. Sin embargo, algunos hallazgos sugieren que el microambiente
periodontal puede establecer condiciones para la colonizacion de una bacteria que
no pertenece a la microbiota oral en la cavidad oral humana. De hecho, especies
como Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus se encontraron en
muestras de biofilm subgingival humano [181]. Por otro lado, el Streptococcus
mutans es un microorganismo anaerobio facultativo, que es parte del microbioma
oral y esta fuertemente relacionado con la placa supragingival.

La composicién de microbioma oral y placa dental estd modulada por varios
factores, como la dieta, las enfermedades subyacentes y el tabaco. Existe una gran
variabilidad interindividual en los pacientes y esto conduce a la administracién de
antimicrobianos de amplio espectro para tratar enfermedades orales, como la
periodontitis. Nosotros analizamos la actividad antimicrobiana contra dos
representantes tipos de bacterias, como una ilustracion del posible uso de las
propiedades antimicrobianas de los hidrogeles timol-quitosano contra las bacterias

que podrian estar presentes en pacientes con periodontitis.

3.4. Estudios de actividad antioxidante de los hidrogeles de quitosano
Finalmente, evaluamos la actividad antioxidante de los hidrogeles timol-quitosano.

Las especies reactivas del oxigeno de los neutrofilos estan destinadas a erradicar
los patégenos, pero podrian causar dafio irreversible en el tejido periodontal. El
dafio irreversible del tejido periodontal y recesion del tejido gingival, dos
caracteristicas principales de la enfermedad periodontal, podrian conducir a su vez
a la pérdida de dientes. Para tener un amplio panorama de las capacidades
antioxidantes de los hidrogeles de timol-quitosano realizamos un ensayo de DPPH

y evaluamos la actividad simil superéxido dismutasa y simil peroxidasa (Figura 30).
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Figura 30. Actividad antioxidante de hidrogeles de timol-quitosano durante un periodo de 24hs. (A)
Capacidad de eliminacion de radicales libres (DPPH) (B) Actividad simil Px (C) Actividad simil SOD.
Los resultados se expresan como media £ SD de tres determinaciones realizadas por triplicado. * p

<0,05 se consider¢ significativo mediante la prueba t de Student

Los hidrogeles de quitosano cargados con timol mostraron una capacidad

scavenger por el ensayo de DPPH después de 24 hs en la saliva artificial Fuyasama-
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Meyer modificada y no se encontraron diferencias significativas en los hidrogeles
cargados con (0,99 * 0,03) mg de timol y (0,57 * 0,03) mg de timol (p<0,05).

La actividad simil superéxido dismutasa y la actividad simil peroxidasa también
fueron analizadas. Los hidrogeles de timol-quitosano mostraron actividad simil
superoxido dismutasa observandose que podian inhibir la oxidacién de epinefrina
a pH=10,7. Sin embargo, los hidrogeles de quitosano mostraron actividad simil
peroxidasa solo cuando fueron cargados con (0,57 * 0,03) mg de timol (p <0,05).
Sorprendentemente, los hidrogeles de timol-quitosano con la menor cantidad de
timol presentaron actividad scavenger asi como actividad simil superéxido
dismutasa y simil peroxidasa.

Los radicales libres y las especies reactivas de oxigeno (ROS) son esenciales para
muchos procesos biolégicos normales, en bajas concentraciones. Sin embargo, a
concentraciones mas altas puede provocar una lesion de los tejidos o no ejercer un
efecto antioxidante. La actividad antioxidante ejercida por la menor cantidad de
timol podria proteger el hueso alveolar y el tejido conectivo de la inflamacién

inducida por el estrés oxidativo generado durante la periodontitis.

4, Conclusiones
La salud oral proporciona calidad de vida [182]. La mayoria de las personas tienen

caries dentales y varios factores como el tabaquismo, la falta de higiene oral y la
genética promueve el desarrollo de enfermedades orales que pueden terminar en
pérdida de los dientes.

Los hidrogeles de quitosano ejemplifican un posible sistema de liberacion para el
tratamiento de la periodontitis. Por un lado, las propiedades antioxidantes del timol
serian capaces de disminuir la inflamacién periodontal; por otra parte, el timol
podria ser un adyuvante para el control de placa dental debido a su actividad
antimicrobiana. Si bien la eliminacion de placa dental disminuye los signos de
inflamacion del paciente, es conveniente incluir el tratamiento de la inflamacion para
lograr una terapia gingivoperiodontal mas completa.

Los hidrogeles de timol-quitosano presentaron actividad antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans durante 72 hs. Mediante
microscopia electrénica se ha demostrado la no adhesién o agregacion de
Streptococcus mutans en los hidrogeles de quitosano cargados con timol. Esto es

conveniente ya que no solo es relevante desarrollar un material que libere un
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antimicrobiano, sino que también es importante evitar que dicho material sea
colonizado por bacterias [183] y que sea biocompatible [184]. Aunque se observo
una liberacion repentina en las primeras 48 hs, los hidrogeles de quitosano pueden
ser administrados facilmente en la mucosa oral y varias aplicaciones se pueden
realizar en la mucosa si es necesario. Ademas, mostraron una buena
citocompatibilidad, lo que es particularmente importante porque la mucosa oral es
sensible a sustancias irritantes.

Los hidrogeles de quitosano preparados en este capitulo fueron completamente
caracterizados. Las propiedades viscoelasticas, el comportamiento de hinchamiento
y el analisis térmico fueron sefialados para mostrar la fuerte afinidad del quitosano
por el agua, promoviendo asi su mucoadhesién a la mucosa oral.

En conclusion, los resultados /n vitro indican que los hidrogeles de timol-quitosano
podrian tener dos objetivos diferentes: tratar el biofilm dental y las consecuencias

de la inflamacion.
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CAPITULO 4:

DESARROLLO DE COMPOSITOS DE BIOPOLIMERO-SILICA
SENSIBLES AL pH CARGADOS CON EXTRACTO DE LARREA
DIVARICATA CAV. CON ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

extracto de
Larrea divaricata Caw.

H o NHzp

quitosano
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1. Introduccién
Los materiales que responden a estimulos tienen una importancia emergente en la

nanotecnologia y la medicina [185,186]. La temperatura, el pH y la fuerza iénica
son algunas de las variables a las cuales los materiales pueden responder de manera
diferente y, por lo tanto, pueden modular su comportamiento. De hecho, los
estimulos externos pueden modificar las propiedades, la estructura, las

interacciones y las dimensiones del material.

Los materiales pH-responsivos son un grupo de materiales en los que la estructura
y las propiedades del material cambian segun el pH. La presencia de grupos acidos
y basicos en este tipo de materiales puede influir en el grado de hinchamiento y en
la liberacion de farmacos [187]. En el area de liberacién de farmacos, se pueden
utilizar materiales estimulo responsivos para lograr una liberacion controlada [188].
La respuesta al pH tiene un interés especial debido al hecho de que el pH en el
cuerpo humano varia entre muchos tejidos diana y en algunas afecciones
patoloégicas como la enfermedad periodontal [189], el cancer [190,191] y las

infecciones [192].

Hoy en dia, es importante desarrollar un nuevo sistema de administracién que no
solo desempefie su funcion como carrier, sino que también tenga otras funciones,
como la regeneracion de los tejidos [193-195]. En este sentido, la silica ha ganado

gran interés en los ultimos afos [73,196].

La silica es un material ceramico bioactivo que puede promover la formacion de
hueso [74]. El SiO, es un promotor de diferenciacion documentado y su
incorporacion a los sistemas de liberacion mejora la adhesion, diferenciacion,
proliferacion y mineralizacion de osteoblastos [170]. Los grupos silanoles de la
silica son capaces de proporcionar un entorno adecuado para la biomineralizacién.
De hecho, la sobresaturacion de Ca** cerca de una superficie negativa podria

desencadenar la nucleacion de hidroxiapatita [197].

La enfermedad periodontal es causada por bacterias periodontopatégenas [198]
que desencadenan una respuesta inflamatoria que conduce a la destruccion del
tejido periodontal. Inicialmente, se origina una gingivitis, la etapa inicial de la
enfermedad periodontal, que consiste en la inflamacion de la encia. Mas tarde,
aparece el estadio crénico, donde no solo esta presente la inflamacién, sino también

la destruccién del ligamento periodontal y del hueso alveolar [199]. En este
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contexto, la silica puede desempeiiar un papel clave en la regeneracion periodontal

Osea.

Ademas, los biopolimeros mucoadhesivos [200] como el quitosano (Chi) [201] y la
carboximetilcelulosa (CMC) se consideran buenos candidatos para la administracion
local [202]. El quitosano es un polisacarido marino ya presentado y descripto en
capitulos anteriores, compuesto por glucosamina y N-acetil-glucosamina y la
carboximetilcelulosa es un biopolimero modificado quimicamente, derivado de la
celulosa. Por su parte, la CMC es un polimero aniénico con excelentes propiedades
mucoadhesivas debido a la formacion de puentes de hidrégeno con la capa de
mucina. Mientras que el Chi es un biopolimero catidénico que puede unirse al epitelio
de la mucosa a través de enlaces idnicos entre sus grupos amino y los residuos de
acido sialico [203]. Aunque ambos biopolimeros tienen diferentes estructuras y
propiedades ambos presentan un perfil mucoadhesivo adecuado para la

administracion de farmacos.

La enfermedad periodontal se puede tratar localmente con antioxidantes,
antimicrobianos y antiinflamatorios. En este sentido, productos naturales como los
extractos obtenidos de una planta sudamericana llamada Larrea divaricata Cav.
surgieron como buenos candidatos principalmente debido a sus propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias [204—207]. Su extracto acuoso tiene aplicaciones
prometedoras para la terapia de enfermedades gingivoperiodontales que presentan
una inflamacién marcada y dafo tisular periodontal. Una caracteristica interesante
de los extractos de plantas es que su efecto terapéutico puede ser causado por: i)
un Unico ingrediente activo, ii) un grupo fitoquimico particular o iii) la accién
sinérgica entre varios compuestos. Particularmente, uno de los principales
compuestos presentes en las hojas de Larrea divaricata Cav. es el acido
nordihidroguayarético (NDGA). Evidentemente, el uso de antioxidantes como Larrea
divaricata Cav. podria tratar los efectos dafiinos de la inflamacion crénica,
mejorando los signos y sintomas de pacientes con enfermedades

gingivoperiodontales.

En este capitulo, se presentan materiales compositos sensibles al pH constituidos
por nanoparticulas de silica, Chi y CMC cargadas con extracto de Larrea divaricata
Cav. acuoso. Los compésitos podrian tener un perfil mucoadhesivo diferencial a lo

largo de la enfermedad periodontal, lo que puede ser conveniente ya que se sabe
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que la saliva de pacientes con gingivitis presenta un pH mas alto que la saliva de
pacientes con periodontitis. Ademas, por HPLC se analizé la incorporacion del
extracto vegetal en los dos tipos de compésitos, asi como el perfil de liberacion del
composito que mostré la mayor incorporacién, resaltando sus potencialidades.
Finalmente, el estudio de citotoxicidad con fibroblastos y el analisis de
biomineralizaciéon /n vitro confirman ain mas la potencial aplicacién de estos

compositos en la regeneracidon 6sea alveolar.

2. Materiales y métodos

2.1. Materiales
El quitosano de baja viscosidad obtenido de cangrejo, de viscosidad estructural 66

mPas y desacetilacion >75,0%, la lisozima de huevo de gallina blanco 100.000
U/mg), el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, el DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo) y la epinefrina se compraron de Sigma-Aldrich (St Louis, EE.
UU.). La carboximetilcelulosa sodica de viscosidad media con un grado de
sustitucion de 0,65-0,90 se obtuvo de Noviant, Holanda. La silica coloidal (aerosil
200) con un contenido de SiO,> 99,8% y una superficie especifica de 200 m?g’”
fue proporcionada por Evonik Resource Efficiency GmbH, Alemania. El medio de
Eagle modificado por Dulbecco, suero fetal bovino, penicilina y estreptomicina se

adquirieron en Gibco. Todos los demas reactivos fueron de grado analitico.

2.2. Material vegetal y extracto
Las hojas de Larrea divaricata Cav. fueron recolectadas en la provincia de Cérdoba,

Argentina e identificadas mediante analisis morfolégicos, anatoémicos e
histoquimicos. Se deposité un espécimen de comprobante en el Museo de
Farmacobotanica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de
Buenos Aires. El extracto acuoso de las hojas se prepar6 de la siguiente manera: las
hojas secadas al aire se extrajeron durante 10 minutos con agua destilada hirviendo,
luego el extracto se filtr6 y se liofilizé. El extracto acuoso se dividioé en alicuotas y

se almacend a -20°C hasta su uso.
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2.3. Sintesis de compésitos
Se preparé una solucién de 20 mg.mL" de quitosano en acido acético al 1%.

Posteriormente, se colocé 1 mL de quitosano en cada pocillo de una placa de 24
pocillos y se neutralizé con una solucién de NaOH 1 N. Los hidrogeles obtenidos
se lavaron con H,0O4 hasta que se alcanzé un pH neutro. Mas tarde, los hidrogeles
se incubaron durante 24 hs con 1 mL de dos dispersiones de etanol y agua (10:90):
el primero constituido por 350 mg.mL™" de glicerol y 14 mg.mL" de SiO, mientras
que el segundo contenia 350 mg.mL™" de glicerol, 14 mg.mL"' deSiO, y 15 mg.mL
' de CMC. Para los compésitos cargados con extracto de Larrea divaricata Cav., el
extracto liofilizado de la planta se afiadié en una concentracion de 6,6 mg.mL" a
las dos dispersiones de etanol-agua descritas anteriormente. Posteriormente, los

compoésitos se lavaron con agua desionizada.

2.4. Caracterizacion ultraestructural
Los hidrogeles de quitosano y los compoésitos se analizaron por microscopia

electronica de barrido (SEM). Las muestras se fijaron con una solucién de
glutaraldehido (10% v/v) durante 1 hora a 4°C. Después de la fijacion, las muestras
se lavaron tres veces con agua desionizada y se congelaron a -80°C. Finalmente,
las muestras se liofilizaron y se recubrieron con oro para su analisis con un

microscopio Zeiss SUPRA 40.

2.5. Caracterizacion por FT-IR
Los espectros infrarrojos (FTIR) de los materiales liofilizados se realizaron con un

equipo de FTIR-Raman Thermo Scientific Nicolet modelo IS, que esta acoplado con
un dispositivo de reflexion total atenuado (ATR). El rango de escaneo fue 4000-500

cm™. Los espectros fueron procesados por el software Thermo Nicolet OMNIC.

2.6. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Se llevaron a cabo mediciones de calorimetria diferencial de barrido (DSC) en un

instrumento Shimadzu DSC-50. La temperatura se calibré con In (157 ° C, 3,3 J mol’
'). Aproximadamente 20 mg de los compésitos o hidrogeles de quitosano secados

por liofilizacion se equilibraron primero a 25°C y luego se calentaron de 25 a 240
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°C a una velocidad constante de 10 °C.min"', bajo un flujo de nitrégeno de 50

mL.min™"

2.7. Mediciones reolégicas
Primero se realizaron barridos de amplitud para determinar el rango viscoelastico

lineal (LVR). Luego, mediante ensayos de corte dinamico se obtuvieron el médulo
elastico o de almacenamiento, G', el médulo viscoso o de pérdida, G" y la viscosidad
compleja (n*) en funcién de la frecuencia (®), en un rango de 0,1 a 500 s de los
materiales estudiados usando un reémetro rotacional de Anton Paar (MCR-301)
provisto con una camara termotastizada CTD 600. Las pruebas se realizaron usando
placas paralelas de 25 mm de diametro, una tension de y = 1,0%. Las mediciones
se llevaron a cabo a temperatura ambiente (20°C) y todas las pruebas se realizaron
utilizando deformaciones pequefias para garantizar la linealidad de las respuestas
dinamicas. Todas las medidas se repitieron usando diferentes muestras. El ancho de

espacio utilizado fue de 1,8-2 mm.

2.8. Estudios de hinchamiento
Los compésitos e hidrogeles de quitosano se liofilizaron, se pesaron (W,) y se

almacenaron en buffer a pH 6,5 o 7,5 para permitir la absorcién de agua. Se pesaron
los hidrogeles o compositos (W) en diferentes tiempos (t) después de eliminar el
exceso de buffer pH 6,5 o 7,5. El grado de hinchamiento se calcul6 mediante la

siguiente ecuacion:

W% = [(W - W,) /W] x 100
Posteriormente, el contenido de agua en equilibrio (W~) y las constantes de

velocidad cinética se calcularon de acuerdo con la siguiente ecuacion:

t/W= 1/ (KW2:) + t/W-s

donde t es el tiempo

2.9. Biodegradabilidad de los compésitos
Los hidrogeles de quitosano y los compésitos se liofilizaron y pesaron (W,).

Posteriormente, se sumergieron en PBS (pH 7,4) con 1 mg.mL"' de lisozima
(100.000 U.mg™") a 37°C. Después de 7 dias, los hidrogeles y compositos se

lavaron, se liofilizaron y se pesaron (W 4..s). Se evalud el porcentaje de peso para
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evaluar la biodegradacién de hidrogeles de quitosano y compésitos segun la

siguiente ecuacion:

W% = (W7dias / Wo) X 100

2.10. Incorporacién y liberacion de Larrea divaricata Cav.
Se analiz6 la incorporacién del extracto acuoso de Larrea divaricata Cav. en los

compésitos de polimero mucoadhesivo con nanoparticulas de silica mediante una
técnica de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). El analisis por HPLC se
realizé con un instrumento Varian Pro Star equipado con una valvula de inyecciéon
Rheodyne de 20 pL y un detector de arreglo de diodos ajustado a 280 nm. Se us6
una columna de fase inversa C18 Shodex 150 x 4,6 mm (5 y dp). Como fase movil,
se empled un sistema de gradiente. El sistema estaba compuesto por un solvente
A, agua y acido acético (98:2) y por un solvente B, metanol y acido acético (98: 2)
de acuerdo con el gradiente: 30% de B a 100% de B en 30 min. El procedimiento
cromatografico se llevé a cabo a temperatura ambiente con un flujo de 1 mL.min™.
Para el estudio de liberacion del extracto de Larrea divaricata Cav. desde los
compositos se realizdé la adicion de 1 mL de buffer fosfato pH 6,5 en cada
composito. El medio de liberacion se elimin6é en diferentes tiempos de los
compositos y se repuso con medio nuevo. El método empleado para evaluar la
concentracion del extracto de la planta en las soluciones fue la técnica de HPLC

descrita anteriormente.

2.11. Actividad antioxidante

2.11.1. Ensayo DPPH
La capacidad eliminadora de radicales libres se evalu6 mediante el método de Blois

modificado en el que se monitorea la velocidad de blanqueo del DPPH a una
longitud de onda caracteristica en presencia de la muestra [171]. El ensayo se
realizé de la siguiente manera: 100 L de extracto de Larrea divaricata Cav. extraido
de los compositos de biopolimero-silica se mezclaron con 400 pl de buffer Tris pH
=7,4 y 500 pl de DPPH 100 pM. La absorbancia se midié a 517 nm. La inhibicién

de DPPH se calculé mediante la ecuacion:

%inhibiCiénz [ 1 '(Amuestra/ADPPHcontroI)]X 100
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donde A es la absorbancia medida.

2.11.2. Actividad de simil superoxido dismutasa

La actividad simil superéxido dismutasa se determiné por la capacidad de inhibir la
autooxidacion de epinefrina, a adrenocromo, en presencia de oxigeno en la
atmosfera [173]. Para este propésito, 50 L de extracto de Larrea divaricata Cav.
extraido de los materiales compésitos, se mezclaron con 910 pL de buffer fosfato
pH 10,7 y 40 L de epinefrina 2 mM. La absorbancia resultante se midi6 a 480 nm
cada 10 segundos durante 5 min y se calculé la Aabsorbancia/min. La actividad
antioxidante de las muestras se evalué como el % de inhibiciéon de la autoxidacion

de la epinefrina mediante la siguiente ecuacion:

% de inhibicion= [(AAbs/MiNepinefrina-AADS/MiNpyestra) /AADS/MiNepinefrina] X 100

2.12. Bioactividad /n vitro
Se realizaron estudios preliminares de bioactividad /n vitro en los compoésitos de

biopolimero-silica. En este sentido, evaluamos la formacion de hidroxiapatita en la
superficie de los compésitos en fluido corporal simulado (SBF) que tiene casi la
misma concentraciéon de iones que el plasma (Na* 142 mM; K* 5,0 mM; Mg** 1,5
mM; Ca** 2,5 mM; CI' 147,8 mM; HCO; 4,2 mM; HPO,* 1,0 mM; SO,* 0,5 mM, pH
7,40). Se preparo el SBF como se detalla en Kokubo et a/ [208]. Después de incubar
los materiales compositos en SBF durante 3, 7 y 14 dias, se lavaron, se fijaron en
una solucion de glutaraldehido (10% v/v) durante 1 hora a 4°C y se analizaron

mediante SEM-EDS (Microscopia Electrénica de Barrido con detector EDS)

2.13. Citotoxicidad
Se cultivaron fibroblastos [3T3] de ratén para la prueba de citotoxicidad en botellas

de cultivo adherentes con medio de Eagle modificado de Dulbecco de baja glucosa
(DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor y 1%
de penicilina-estreptomicina. Las células se mantuvieron a 37°C en una camara
humidificada al 5% de dioxido de carbono hasta que se alcanzé la confluencia. La
disrupcion y remocion celular se hizo con una solucién de tripsina-EDTA. Las células
se tifleron con azul tripan y se contaron con una camara Neubauer. Se sembraron
células de fibroblastos (4,0 x 10*) en cada pocillo seguido de la adicién de 1 mL de

medio DMEM completo de baja glucosa. Después de 48 hs de incubacion, se
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anadieron ambos tipos de materiales compésitos a la placa de 24 pocillos en la
parte superior de la capa de fibroblastos y se midi6 la actividad metabdlica celular
a las 24 hs usando el ensayo de MTT. Primero, el medio se retir6 y se reemplazé
por 1 mL de una solucién de 0,5 mg.mL™" MTT disuelto en medio. Las muestras se
incubaron en una camara humidificada al 5% de di6xido de carbono durante 4 hs.
Posteriormente, se eliminaron las soluciones de MTT, se anadi6 1 mL de etanol
absoluto y las mezclas se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente.
La absorbancia se registré a 570 nm en un espectrofotometro UV-visible (Cecil CE

3021, Cambridge, Inglaterra).

2.14. El andlisis estadistico
Los datos se representan como medias * desviacion estandar de al menos

triplicados. Las diferencias se analizaron mediante ANOVA (analisis de la varianza),
seguido de una prueba de comparacién multiple de Bonferroni. En otros casos se
realiz6 una prueba t de Student. La evaluacién estadistica p <0,05 o p <0,01 se

considero6 significativa.

3. Resultados y discusion

3.1. Sintesis y caracterizacién de compésitos
La estructura de los hidrogeles fue analizada por SEM. Las imagenes SEM mostraron

que los compésitos de a) compésito chi-SiO, b) compésito chi-CMC-SiO, y ¢)
hidrogel de quitosano tienen una estructura porosa y uniforme indicando que la
adicion de nanoparticulas de silica al quitosano no modifica al hidrogel (Figura 31A-
C). Ademas, las nanoparticulas de silica de un tamafio de 10 nm eran claramente

visibles (Figura 31D).

El analisis FTIR revela las sefiales de posibles estiramientos y deformaciones
vibratorias dentro de los compésitos. La asignacion de estas vibraciones a grupos
funcionales especificos permite la identificacién de grupos quimicos de la muestra,
lo que proporciona una mejor comprension de estos nuevos materiales. (Figura
31E). El espectro muestra una banda a 1660-1620 cm™ que corresponde a la banda
de amida I. Esta banda esta compuesta por dos amplios picos a 1655 cm™ y 1625
cm™ (estiramiento C=0 y C-N, respectivamente). La banda de amida Il (1540 cm™,
estiramiento N-H) es indetectable junto con la banda de amida Il (1390 cm™).

Ademas, como se esperaba, se detectaron bandas de 6xido de silicio en los
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compésitos. De hecho, las bandas a 500 cm™ (O-Si-O) y en 1050 cm™ (Si-O) en
ambos compositos, Chi-CMC-SiO, y Chi-SiO,, indican la presencia de silice coloidal

(Figura 31E-G).
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Figura 31. Imagenes representativas de microscopia electrénica de barrido de (A) composito chi-SiO, (B) composito chi-CMC-SiO, (C) hidrogel de quitosano (D)

nanoparticulas de SiO,. Espectros infrarrojos con transformada de Fourier de (E) chi-CMC (F) chi-CMC-SiO; (G) chi-SiO,




Ademas, se llevd a cabo un analisis térmico de los compésitos (Figura 32A). Al
analizar los termogramas obtenidos por la técnica de DSC, hubo diferencias en el
area y la posicion del pico endotérmico causado por la pérdida de agua. Estos
hallazgos indican que los compositos difieren en la interaccion agua-compésito y,
por lo tanto, en su capacidad de retencién de agua. En el caso de chi-SiO,, se
observé un desplazamiento de 40°C mediante la adicion de glicerol y
nanoparticulas de silica. Por otro lado, en el caso de chi-CMC-SiO,, donde se agreg6
el polisacarido carboximetilcelulosa al material compésito, el cambio fue incluso
mayor (60°C). Claramente, la adicion de nanoparticulas hidrofilicas, glicerol y
carboximetilcelulosa sédica aumenta la capacidad de retencion de agua del

quitosano.

En general, la magnitud de los valores G' y G" frente a la frecuencia (dentro de un
rango de frecuencia) y la relacion de G' a G" se pueden usar para estimar la
resistencia de los hidrogeles. En principio, los hidrogeles reol6gicamente resistentes
estan asociados con valores mas altos de G', y a su vez estos valores de G' deben
ser uno o dos 6rdenes mayores que G". Puede decirse entonces que los compésitos
chi-CMC-SiO, son predominantemente elasticos, porque los valores del médulo de
almacenamiento (c.a.1000 Pa) fueron mayores siempre que los valores del médulo
de pérdida (c.a. 100 Pa) G con un probable buen perfil de hinchamiento, pero no

tan resistentes como los hidrogeles de quitosano (Figura 32B, C).
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Figura 32. (A) Termogramas DSC de los materiales a una velocidad de calentamiento de 10°C.min""
bajo un flujo de nitrégeno de 50 ml.min"' (Chi) quitosano (Chi-SiO>) quitosano-SiO, (Chi-CMC-SiOy)
quitosano-CMC-SiO; (Chi-CMC) quitosano-CMC. (B) Viscosidad compleja del hidrogel de quitosano y
compésito quitosano-CMC-SiO, frente a la frecuencia (C) Respuesta viscoelastica del hidrogel de
quitosano y el compoésito quitosano-CMC-SiO; frente a la frecuencia (G' y G"). (D) Biodegradacion de
hidrogeles de quitosano y compésitos Chi-SiO,; Chi-CMC-SiO; en un periodo de 7 dias con 1 mg.mL

" de lisozima en PBS.

En paralelo, se realizé una prueba de biodegradabilidad a los compésitos. La saliva
es un fluido natural que contiene electrolitos y enzimas como la lisozima [209], que
es capaz de degradar el quitosano porque puede hidrolizar enlaces -1,4 entre los
mondémeros acido N-acetilmuramico y N-acetil-d-glucosamina. Los hidrogeles y
compoésitos de quitosano fueron expuestos a la lisozima para evaluar su
biodegradacion. Los compésitos chi-CMC-SiO, no mostraron degradacion, pero los
compositos chi-SiO, y los hidrogeles de quitosano presentaron ca 10% de
biodegradacion (p <0,05) (Figura 32D). Evidentemente, la biodegradabilidad se
modific6 mediante la adicién de CMC que probablemente influye en la capacidad de

degradacién hidrolitica de la lisozima.
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Paralelamente, realizamos el perfil de hinchamiento de los compésitos e hidrogeles

de quitosano a dos pH diferentes (Figura 33A, B).
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Figura 33. (A) Perfil de hinchamiento de quitosano (chi); compésito de quitosano-SiO, (chi-SiOy);
composito  quitosano-carboximetilcelulosa-SiO, (chi-CMC-SiO;) a pH 6,5 y 7,5 (B) Datos
experimentales del contenido de agua y tiempo segun una cinética de segundo orden de los

compdsitos biopolimero-silica e hidrogeles de quitosano,

El perfil de hinchamiento evalta la afinidad por el agua del material y, por lo tanto,
estima sus propiedades de mucoadhesividad. A pesar de que en todos los casos el
perfil de hinchamiento sigui6é una cinética de segundo orden y alcanz6 el equilibrio
en casi una hora, los dos tipos de compésitos presentaron un comportamiento de
hinchamiento diferente debido al pH. El quitosano probablemente esté ionizado a
pH 6,5, lo que fomenta la formaciéon de pares iénicos con grupos acidos carboxilicos
y grupos silanoles que podrian modificar la afinidad de los compésitos por el agua.
En el caso de los hidrogeles de quitosano, a pesar de que la afinidad por el agua
fue mayor, no se observé influencia del pH. En el caso de ambos compésitos, se

absorbi6é una mayor cantidad de agua a pH 7,5. El contenido de agua en equilibrio
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(W«) calculado para los compositos y los hidrogeles de quitosano se detalla en la
Tabla 2. Los hidrogeles de quitosano presentaron c.a. 93% del contenido de agua
mientras que el contenido de agua en equilibrio de los compuestos Chi-CMC-SiO; y
Chi-SiO;, a un pH de 7,5 fueron de ca. 64% y ca 52% respectivamente. Estos
resultados fueron casi 10% mas altos que los observados a pH 6,5 para los mismos

compésitos.

Tabla 2. Contenido de agua en el equilibrio (W=) de los hidrogeles de quitosano y compésitos Chi-
SiO,; CMC-chi-SiO; y coeficiente de determinacion (r?) del contenido de agua de acuerdo con una

cinética de segundo orden

W e
chi-5i0; pH 6.5 39,91 0,9985
chi-5i0; pH7.5 5263 0,9953
chi pH 6.5 92,04 1,0000
chipH7.5 93,52 0,94999
CMC - chi- 5i0; pH 6.5 5339 0,94975
CMC - chi- 5i0. pH 7.5 64,26 0,9996

Evaluamos también la incorporacion del extracto acuoso de Larrea divaricata Cav.
en los compésitos por un método de HPLC, asi como los perfiles por HPLC del
extracto. Estudios previos de infusiones de L. dlivaricata Cav. analizadas por HPLC
mostraron compuestos tales como el acido cinamico y nor-dihidroguayarético [210].
Se demostré que ambos compoésitos podrian incorporar muchos activos presentes
en el extracto acuoso y que la mayoria de ellos son compuestos polares. Esto es
consistente con el hecho de que los compositos mostraron ser altamente hidrofilicos
y, por lo tanto, los compuestos polares serian mucho mas faciles de incorporar. Por
este motivo, el biomarcador acido nor-dihidroguayarético (NDGA), uno de los
principales compuestos del extracto Larrea divaricata Cav., no estaba presente en

los cromatogramas obtenidos (Figura 34A-D).
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Figura 34. Cromatogramas de HPLC. Extracto incorporado a los compositos (A) Chi-CMC-SiO; (B)
Chi-SiO; (C) control extracto (D) control NDGA. Los cromatogramas son representativos de tres

determinaciones.

Segun los resultados obtenidos por HPLC, los compuestos mas polares que el NDGA
contribuirian a la actividad antioxidante observada en los compositos. Estos
hallazgos respaldan que las propiedades antioxidantes del extracto de Larrea

divaricata Cav. no solo se atribuyen al biomarcador NDGA.

En cuanto al analisis cuantitativo, los compoésitos Chi-CMC-SiO, mostraron una
mayor incorporacién del extracto en comparacion a los compésitos Chi-SiO,. El
grado de incorporacion del extracto para el compésito Chi-CMC-SiO, fue de 44,36%
CV: 3% mientras que para el compésito fue de Chi-SiO, 18,32% CV: 11%. Estos
porcentajes expresan la cantidad de extracto incorporado con respecto a la cantidad
de extracto incubado con los compésitos después de 24 hs. La incorporacion del
extracto acuoso de Larrea divaricata Cav. por los compésitos de Chi-CMC-SiO, es
casi dos veces mayor en comparacion a los compoésitos de Chi-SiO, indicando que
la adicion de CMC aumenté la incorporacién del extracto a los compésitos. Debido
a las diferencias observadas en ambos compoésitos, se decidi6 realizar el estudio de
liberacion del extracto solo a partir de los compoésitos Chi-CMC-SiO,. Considerando
que la saliva normal es un fluido natural con un rango de pH entre 6,5y 7, decidimos

llevar a cabo el perfil de liberacion en buffer de fosfato de pH 6,5 que es el pH mas
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bajo encontrado en la literatura para pacientes que sufren periodontitis. El extracto
de Larrea divaricata Cav. presente en el compoésito alcanzé la liberacion del 100%
en casi 4 dias (Figura. 35A). Dentro de las primeras cinco horas, casi el 80% del
extracto fue liberado. Luego, el patron de liberacion cambio, y la cantidad de
extracto remanente en el composito se liber6 gradualmente hasta el cuarto dia. El
perfil HPLC del extracto de Larrea divaricata Cav. liberado del compésito Chi-CMC-
SiO; se conservé a lo largo del estudio de liberacion como se muestra en la Figura

35B-F.
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Figura 35. (A) Liberacion acumulada en buffer pH 6,5 de extracto L. divaricata Cav. por HPLC desde el compésito carboximetilcelulosa-quitosano-SiO, (CMC-chi-SiOy)

Cromatogramas de HPLC representativos del extracto L. divaricata Cav. liberado de compésito chi-CMC-SiO, en buffer pH 6,5 (B) extracto total incorporado (C) 1 h

(D) 5 hs (E) 48 hs (F) 72 hs




3.2. Estudio de la actividad antioxidante de los compésitos
La enfermedad periodontal se inicia por la presencia de una biopelicula subgingival

y es modulada por la respuesta inflamatoria € inmune. Muchos estudios sostienen
que el equilibrio dinamico entre las especies reactivas de oxigeno y antioxidantes
podria jugar un papel importante en la patogenia de la enfermedad periodontal
[211]. De hecho, estudios de biopsias gingivales /n vitro revelaron una actividad
disminuida de superéxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), alentando la hipétesis
de que estas enzimas evitan la produccion excesiva de ROS vy, por lo tanto, la

curacion periodontal [212].

Los antioxidantes representan la primera linea de defensa contra el dafo por
radicales libres. Se pueden clasificar de acuerdo con su modo de accion:
antioxidantes preventivos, como enzimas reparadoras de SOD, CAT y ADN que
modulan los procesos redox y compuestos scavengers tales como los carotenoides
y los polifenoles que son antioxidantes “rompedores de cadena’. Ademas, los
antioxidantes pueden tener efectos positivos en la regulacién, la migraciéon de los
fibroblastos y la proliferacion a lo largo de los procesos de curacion gingival y
reparacion periodontal [213]. De hecho, pueden reducir la produccién de citocinas
y proteinas proinflamatorias, neutralizar las especies reactivas de oxigeno y

promover el proceso de curacion de heridas [214].

Debido a la relacion entre ROS y la enfermedad periodontal, la suplementacién
adyuvante antioxidante podria ayudar a tratar los signos y sintomas de la
enfermedad periodontal [215]. En este sentido, varios extractos de plantas han
demostrado ser Utiles para tratar la inflamacién de la cavidad oral [6,216,217]. Por
lo tanto, un estudio detallado de un extracto de planta candidata en un carrier
adecuado para el tratamiento de la enfermedad periodontal podria tener una

relevancia significativa.

Para la evaluacion de la capacidad antioxidante de los compésitos cargados con L.

divaricata Cav., se llevaron a cabo dos métodos diferentes (Figura 36A, B).




A DPPH B

SOD

SR s
5 B cnisio: e Bl chi-sio;
o [ Chi-CMC-Si0: o [ Chi-CMC-Si02
S 304 X _ 15
= P ~2
] ;S
8 20 — — @ o 104
o =
= Q @ I
= oA B E 5
[%] =
L] £

o =TT g,

Figura 36. Actividad scavenger por DPPH (A) y actividad simil radical SOD (B) del extracto de L.
divaricata incorporado en compésitos de Chi-SiO; y Chi-CMC-SiO.. Los resultados se expresan como
la media * SD de tres determinaciones realizadas. ** p <0,01 diferencia significativa entre Chi-SiO,

y Chi-CMC-SiO, segun estadistica T de Student.

En primer lugar, se evalu6 su capacidad para eliminar los radicales libres mediante
el método de DPPH y, en segundo lugar, se evalu6 su actividad simil SOD tal como
se describe en la Seccién 2.11.2. Se observé que los compésitos Chi-CMC-SiO,
presentaban 3,5 veces mas actividad simil SOD y una capacidad para eliminar los
radicales libres por el ensayo DPPH 1,5 veces mayor en comparacién con los
compositos de Chi-SiO,. Estos resultados estan en acuerdo con las diferencias
observadas en la incorporacién del extracto de Larrea divaricata Cav. en los dos

tipos de compésitos.

Ademas, durante todo el estudio de liberacion, evaluamos simultaneamente, por el
método DPPH, las propiedades antioxidantes del extracto liberado del compésito
Chi-CMC-SiO,, para verificar si su actividad fue preservada. La figura 37 muestra la
actividad antioxidante asociada al extracto durante un periodo de 4 dias, en

concordancia con el estudio de liberacion.
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Figura 37. Actividad scavenger del extracto liberado de L. divaricata Cav. en buffer pH 6,5 por
DPPH.
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3.3. Bioactividad y estudios de citotoxicidad de los compésitos
Los compésitos han ganado mucha atencién en la regeneracion de hueso debido a

su similitud con él [218,219]. Considerando que, en la enfermedad periodontal,
particularmente en su etapa avanzada, la periodontitis, el dafo tisular alcanza el
hueso alveolar, pretendiamos evaluar el papel de las nanoparticulas de silica en los
compésitos. Dado que el hueso esta constituido por proteinas extracelulares
organicas y material inorganico, la microestructura de los materiales constituidos
por polimero y un material ceramico puede ayudar a estimular la remodelacion
[220-223]. De hecho, la nucleacién de hidroxiapatita esta influenciada por la
acumulacion electrostatica de cationes y debe seguir requisitos estructurales y
estereoquimicos. En este sentido, las superficies negativas fomentan la formacion
de una superficie rica en Ca** que puede atraer HPO,*, facilitando la formacién de
sitios de nucleacion [224]. La incubacién de los compésitos en el fluido corporal
simulado durante 14 dias revel6 que solo el compésito Chi-SiO, presentaba una
acumulacioén de calcio en su superficie (Figura 38A, B) mientras que en Chi-CMC-

SiO; la adicion de CMC desfavoreci6 la acumulacién de calcio (Figura 38C, D).
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Figura 38. (A) EDS-SEM del compésito Chi-SiO, dia O en fluido corporal simulado (B) EDS-SEM del
compésito de Chi-SiO; dia 14 en fluido corporal simulado (C) EDS-SEM del compésito Chi-CMC-SiO,
dia O en fluido corporal simulado (D) EDS-SEM del compésito de Chi-CMC-SiO; dia 14 en fluido
corporal simulado (E) citotoxicidad con fibroblastos [3T3] de ratén durante 24 hs en compositos de
Chi-SiO; y chi-CMC-SiO, mediante un ensayo colorimétrico de bromuro de tetrazolio azul de tiazolilo
para evaluar la proliferacién celular. Las diferencias se analizaron utilizando ANOVA de una via,

seguido de la prueba de comparaciones miultiples de Bonferroni, p <0,05 se consideré significativo.

Se realiz6 un estudio de citotoxicidad en los compésitos con fibroblastos por 24
hs. Para ello, decidimos realizar el estudio sobre una capa de células de fibroblastos.
Se emplearon células de fibroblastos debido a su importancia en los tejidos blandos
orales, ya sea como un componente celular de la mucosa oral o debido a su papel

en la curacion de heridas. En la enfermedad periodontal, la mucosa oral esta

<g




seriamente dafiada, al punto de que la remodelacién tisular se convierte en un factor
crucial en términos de la conservacién periodontal.

La citotoxicidad de los materiales puede ser clasificada basado en la viabilidad
celular relativa a los controles, donde un nivel de actividad en comparacién con los
controles de <30% es una citotoxicidad grave, entre 30 y 60% es citotoxicidad
moderada, entre 60 y 90% es citotoxicidad leve, y >90% no es citotoxicidad
[225,226].

En consecuencia, los compésitos Chi-SiO, y Chi-CMC-SiO, evaluados presentaron
un efecto citotoxico moderado y los materiales con un efecto toxico moderado en
el ensayo de MTT pueden ser considerados como materiales potenciales para
aplicaciones biomédicas [227].

Sin embargo, vale la pena mencionar que cuando fueron cargados con Larrea
divaricata Cav. su citotoxicidad se redujo porque el extracto promueve la

proliferacion de fibroblastos (Figura 38E) (p <0,05).

4. Conclusiones
Una gran variedad de polimeros constituyen biomateriales interesantes debido a su

biocompatibilidad, ausencia de toxicidad y facil procesamiento para aplicaciones
biomédicas [228-230]. La comprensién de las particularidades de cada tipo de
biopolimero puede ayudar a disefiar biomateriales adecuados para tratar
enfermedades orales como la enfermedad periodontal. Por lo tanto, un estudio de
un carrier con un bioactivo es obligatorio en términos de mucoadhesividad y
liberacion.

En este capitulo de tesis, dos compésitos de biopolimero-silica cargados con
extracto acuoso de L. dlivaricata Cav. se presentan junto con una caracterizacion
detallada. Interesantemente, su perfil de hinchamiento podria ser modulado por el
pH de la saliva de pacientes que sufren de enfermedad periodontal. La ionizacién
de los grupos amino del quitosano, los grupos de acido carboxilico de la CMC y los
grupos silanoles de las nanoparticulas de silica son responsables de los distintos
comportamientos de hinchamiento entre pH 6,5 y 7,5. El analisis térmico también
indicoé diferencias en su capacidad de retencion de agua y los termogramas DSC
revelaron que el compésito Chi-CMC-SiO, present6 la maxima afinidad por el agua.
Si bien ambos compésitos podrian incorporar el extracto acuoso L. divaricata Cav.,

los compésitos de Chi-CMC-SiO, mostraron una mayor incorporacion y, por
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supuesto, una mayor actividad antioxidante. Los perfiles de HPLC de L. dlivaricata
Cav. demostraron que varios activos pudieron incorporarse. Esto es bastante
interesante, porque hay algunas discrepancias en la literatura con respecto a los
efectos beneficiosos de NDGA. En este sentido, ha sido informada el efecto de
toxicidad renal y hepatoxicidad en su uso crénico [231]. En consecuencia, el
desarrollo de los compositos sin NDGA podrian evitar estos efectos secundarios. La
liberacién de extracto de los compositos de Chi-CMC-SiO, a pH 6,5 se logré en
cuatro dias y ambos compésitos pueden considerarse como potenciales materiales
para aplicaciones biomédicas.

Por ultimo, debido a las propiedades bioactivas de la silica [232], su presencia en
los materiales compdsitos proporciona un entorno para la biomineralizacion. En la
enfermedad periodontal, no solo es importante en la liberacion local de farmacos,
pero también lograr la recuperacion del tejido perdido. Los materiales bioactivos
pueden promover la regeneracion del periodonto dafado a través de esta
enfermedad. Los resultados mostraron que sélo el compoésito de chi-SiO, podria
proporcionar un entorno para una posible biomineralizacién.

En conclusién, los resultados /n vitro indican que el compésito Chi-CMC-SiO, podria
ser un carrier eficiente del extracto de Larrea divaricata Cav. como una terapia
complementaria antioxidante para la enfermedad periodontal. En el caso del
composito de chi-SiO,, se necesitan mas estudios para evaluar su funcién en la

regeneracion en el hueso periodontal.
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CAPITULO 5:

DESARROLLO DE HIDROGELES DE QUITOSANO
MODIFICADOS con DDSA Y SU ESTUDIO PRELIMINAR /N VIVO

R,=R,;= OCOCH,CHCOOCHCH(CH,),CH,
R,= NHCOCH,CHCOOCHCH(CH,),CH,
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1.Introduccién
Hoy en dia, el creciente estudio en biomateriales ha permitido una gran versatilidad

de su uso en el campo dental. Los andamios biodegradables, como el quitosano,
tienen un papel importante en la regeneracion del tejido oral [170] y en el desarrollo
de sistemas de administracion de farmacos [193,202,233-235]. El quitosano es un
polimero derivado de la quitina que tiene una buena biocompatibilidad y no
presenta toxicidad [236]. Este biopolimero policationico se ha procesado
exitosamente en hidrogeles [237], nanoparticulas [238] y peliculas [239,240] para
muchas aplicaciones biomédicas. Una razén de su alta versatilidad es que pueden
modificarse quimicamente sus grupos amino e hidroxilo. Es mas, su modificacion
quimica ofrece una amplia gama de derivados de quitosano [241] con varias
aplicaciones en el campo farmacéutico y biomédico [242—-244] y tiene la capacidad
de cambiar sus propiedades fisicas, quimicas y mecanicas.

En este sentido, Rehka et al., desarrollaron un derivado de quitosano llamado lauril
succinil quitosano con grupos hidrofébicos e hidrofilicos. Ellos estudiaron la
influencia en el perfil de liberacién y en la mucoadhesividad entre las particulas de
quitosano y su derivado y observaron que las particulas derivatizadas de quitosano
minimizaban la liberacion de insulina a pH 1,2, siendo adecuadas para un sistema
de administracion oral de proteinas. Ademas, eran altamente mucoadhesivas,
posiblemente debido a la interaccion hidrofébica de los grupos laurilo con los
dominios hidrofobicos de la mucosa, asi como por su potencial zeta negativo. Por
otra parte, /nta et al, desarrollaron peliculas de ftaloilquitosano (DS-g-PHCTS)
sintetizadas con dodecenil succinilato que podian mejorar la hidrofobicidad del
quitosano y la actividad antibacteriana contra bacterias Gram-positivas. Sus
hallazgos sugieren que el DS-g-PHCTS es un candidato prometedor para utilizarse
como una pelicula activa antimicrobiana en aplicaciones biomédicas.

El anhidrido dodecenilsuccinico (DDSA) es un reactivo de acetilacion que introduce
una cadena hidréfoba de 12 carbonos en la estructura de sustratos con sitios
reactivos. La modificacion quimica de biopolimeros con DDSA ha demostrado ser
bastante prometedora [245,246]. Por ejemplo, la goma arabiga es un polisacarido
obtenido de arboles de Acacia, que se lo ha modificado con DDSA [247]. Los
derivados de DDSA-goma arabiga demostraron una mejor capacidad emulsificante
cuando aumentaban su contenido hidréfobo, lo que implicaba que tendrian una

potencial aplicacion para la microencapsulacién. Por otra parte, la hidrofobizacién
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de nanocristales de almidon (SNC) con anhidridos tales como el DDSA es una técnica
favorable para el medio ambiente [248] y ha demostrado una mejora de la
dispersion de los SNC en disolventes no polares o polimeros hidréfobos y, por lo
tanto, permitiria ampliar el rango de aplicacion del SNC como refuerzos para
nanocompodsitos de matrices poliméricas hidrofobicas.

En este capitulo, se modificaron quimicamente hidrogeles de quitosano con DDSA
para analizar su factibilidad como sistemas de administracion de farmacos para el
tratamiento de la enfermedad periodontal, evaluando la incorporacion y el perfil de
liberaciéon de un compuesto ligeramente soluble en agua denominado timol que ya
fue introducido en el capitulo 3, con el objetivo de reducir el nimero de aplicaciones
por parte del paciente. La enfermedad periodontal afecta extensamente a las
poblaciones humanas y es uno de los principales factores de riesgo para la pérdida
de dientes y se caracteriza por la destruccion de las estructuras de soporte de los
dientes, incluidos el ligamento periodontal, el hueso alveolar y los tejidos gingivales
que conducen a una ruptura del cemento debido a la condicién inflamatoria de los
tejidos blandos que rodean los dientes [249].

El timol es un compuesto fendlico que posee actividad antioxidante vy
antimicrobiana. Dado que la enfermedad periodontal es una patologia con origen
microbiano y la inflamacién esta presente en todas las etapas de la enfermedad, un
compuesto de accién dual podria ayudar al tratamiento de la enfermedad
periodontal. Se presenta como un posible sistema de liberacion controlada a
hidrogeles de quitosano modificados con DDSA cargados con timol y analizamos
sus propiedades. Para ello, la modificacion de los hidrogeles se corroboré mediante
espectros FTIR y '*C RMN, se evaluaron sus propiedades viscoelasticas, la
ultraestructura de hidrogeles mediante un analisis SEM, el perfil de liberacion, la
actividad antimicrobiana y antioxidante. Posteriormente, se realizé una evaluacion
preliminar /in vivo en un modelo de periodontitis en rata por mediciones

histomorfométricas de los hidrogeles de quitosano modificados y no modificados.

2. Materiales y métodos

2.1 Materiales
El quitosano de baja viscosidad obtenido de cangrejo con viscosidad estructural 66

mPas y desacetilacion >75,0%, la lisozima de clara de huevo de gallina (100000

U/mg), el reactivo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
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(MTT), el anhidrido dodecenilsuccinico (DDSA) y el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) se compraron de Sigma-Aldrich (St Louis, EE.UU.). El medio de Eagle
modificado por Dulbecco, el suero bovino fetal; la penicilina y la estreptomicina se

adquirieron en Gibco. Todos los demas reactivos fueron de grado analitico.

2.2. Sintesis de hidrogeles DDSA-quitosano
Se prepard una solucién de 20 mg.mL™ de quitosano en acido acético al 1% (v/v).

Después, se colocé 1 mL de quitosano en cada pocillo de una placa de cultivo de
24 pocillos, que se us6 como molde. Luego, se pulverizé una solucién de NaOH 1
N sobre la placa y se dej6 durante 5 hs a temperatura ambiente. Finalmente, la
solucion alcalina se eliminé y los hidrogeles sintetizados se lavaron con agua
desionizada hasta que se alcanzé un pH neutro. La modificacion quimica de los
hidrogeles se llevo a cabo mediante su incubacion en una soluciéon de DDSA al 25%
P/V durante 2 horas bajo vapores de amoniaco. Después de la modificacién, primero
se lavaron con etanol absoluto para retirar el exceso de reactivo y mas tarde con

agua desionizada.

2.3. Caracterizacion ultraestructural por SEM
Los hidrogeles de quitosano y DDSA-quitosano se analizaron por microscopia

electronica de barrido (SEM). Las muestras se fijaron con una solucién de
glutaraldehido (10% v/v) durante 1 hora a 4°C. Después de la fijacion, las muestras
se lavaron tres veces con agua desionizada y se congelaron a -80°C. Finalmente, se
liofilizaron y se recubrieron con oro por pulverizacion catoédica para su analisis

utilizando un microscopio Zeiss SUPRA 40.

2.4. Caracterizacion por FT-IRy '*C RMN
Los espectros infrarrojos de transformada de Fourier (FTIR) de los hidrogeles

liofilizados de quitosano y DDSA-quitosano se registraron con un equipo IS de FTIR-
Raman Thermo Scientific Nicolet modelo 50, acoplado con un dispositivo de
reflexion total atenuado (ATR). El rango de escaneo fue 4000-500 cm™. Los
espectros fueron procesados por el software Thermo Nicolet OMNIC.

Todos los experimentos '>C RMN en estado sélido se realizaron a temperatura
ambiente en un espectrometro Bruker Avance |l de 300 MHz equipado con una
sonda de 4 mm de angulo magico de rotacién (MAS). Los espectros de estado sélido

'3C de alta resolucién se registraron usando la rampa {1 H} - {13C} CP-MAS. El
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tiempo de adquisicién fue de 2 ms. La velocidad de rotacion fue de 10 kHz para
todas las muestras y experimentos. La caracterizacion se aplico a los hidrogeles de

quitosano modificados y no modificados con DDSA.

2.5. Medidas reologicas
Se midi6 la reologia de los hidrogeles de quitosano y DDSA-quitosano. Primero se

realizaron barridos de amplitud para determinar el rango viscoelastico lineal (LVR).
Luego, mediante ensayos de corte dinamico se obtuvieron el moédulo elastico o de
almacenamiento, G', el médulo viscoso o de pérdida, G" y la viscosidad compleja
(n*) en funcién de la frecuencia (®), en un rango de 0,1 a 500 s de los materiales
estudiados usando un reémetro rotacional de Anton Paar (MCR-301) provisto con
una camara termotastizada CTD 600. Las pruebas se realizaron usando placas
paralelas de 25 mm de diametro, una tensiéon de y = 1,0%. Las mediciones se
llevaron a cabo a temperatura ambiente (20°C) y todas las pruebas se realizaron
utilizando deformaciones pequenias para garantizar la linealidad de las respuestas
dinamicas. Todas las medidas se repitieron usando diferentes muestras. El ancho de

espacio utilizado fue de 1,8-2 mm.

2.6. Incorporacién y liberacién de timol
Los hidrogeles de quitosano y DDSA-quitosano se incubaron en una solucién

hidroalcohélica de timol (1,25 mg-mL") durante 6 hs. Los hidrogeles se lavaron con
agua y se afladié 1 mL de buffer fosfato salino (PBS) en la parte superior de cada
gel para realizar el ensayo de liberacion. El buffer PBS se eliminé a diferentes puntos
de tiempo de los hidrogeles y se repuso con medio nuevo. La liberacion acumulativa
de timol se midi6 mediante el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau.
Brevemente, se mezclaron 100 pL de sobrenadante de cada hidrogel con 100 pL
de reactivo y 1 mL de solucion de Na,CO; (2% p/v). Después de 1 hora de
incubaciéon con los reactivos, cada muestra se midi6 a 725 nm en un

espectrofotometro UV-VIS (Cecil CE 3021, Cambridge, Inglaterra).

2.7. Prueba de actividad antimicrobiana

2.7.1. Método de conteo de placas
La actividad antimicrobiana de los hidrogeles se evalué contra Staphylococcus

aureus'y Pseudomonas aeruginosa. Se afiadié una suspensién bacteriana de 1.10°

UFC.mL" en PBS a los hidrogeles de quitosano, DDSA-quitosano y DDSA-quitosano
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cargados con timol. Los hidrogeles se incubaron durante 24hs, luego se retiré la
suspension bacteriana de los hidrogeles y se realizaron diluciones en serie en
solucion fisiolégica de cada sobrenadante. Finalmente, se extendieron 20 pL de
cada solucién en placas de agar Luria-Bertani (LB) y se contaron el nUumero de
unidades formadoras de colonias. La metodologia se repitié6 una vez mas para

evaluar el efecto antimicrobiano de los materiales sintetizados después de 2 dias.

2.8. Actividad antioxidante

2.8.1. Ensayo DPPH
La capacidad eliminadora de radicales libres evalu6 mediante el método de Blois

modificado en el que se monitoriza la velocidad de blanqueo del DPPH a una
longitud de onda caracteristica en presencia de la muestra [171]. El ensayo se
realizé6 de la siguiente manera: se mezclaron 100 pL de timol extraido de los
hidrogeles con 400 pL de buffer Tris pH=7,4 y 500 uL de DPPH 100 pM. La
absorbancia se midi6 a 517 nm. La inhibicion de DPPH se calcul6 mediante la

ecuacion:

% inhibicion= [ 1 '(Amuestra/ADPPHcontroI)]X 100

donde A es la absorbancia medida.

2.9. Prueba de viabilidad y cultivo celular
Los fibroblastos [3T3] de raton se cultivaron en botellas de cultivo adherentes con

medio de Eagle modificado de Dulbecco modificado de glucosa baja (DMEM)
complementado con un 10% de suero fetal bovino y penicilina-estreptomicina al
1%. Se mantuvieron a 37°C en una camara humidificada al 5% de dioxido de
carbono hasta que se alcanz6 la confluencia. La cosecha se hizo con una solucién
de tripsina. Las células se tifieron con azul tripan y se contaron con una camara
Neubauer. Se sembraron fibroblastos (4,0 x 10*) en cada pocillo seguido de la
adicién de 1 mL de medio DMEM completo con glucosa baja. Después de 2 dias de
incubacién, ambos tipos de hidrogeles se afiadieron a la placa de 24 pocillos en la
parte superior de la capa de fibroblastos y se midié la actividad metabélica celular
un dia después usando el ensayo de MTT. El medio fue removido y reemplazado
por 1 mL de una solucién MTT de 0,5 mg.mL" en medio fresco. Las muestras se

incubaron en una camara de diéxido de carbono al 5% humidificado durante 4
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horas. Posteriormente, las soluciones de MTT se eliminaron, se afiadi6 1 mL de
etanol absoluto y las mezclas se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente. La absorbancia se midi6 en un espectrofotémetro UV-Visible a 570 nm

(Cecil CE 3021, Cambridge, Inglaterra).

2.10. Evaluacioén /n vivo
Doce ratas Wistar adultas machos con un peso corporal inicial de 230 a 250 g, se

obtuvieron del laboratorio de animales del Departamento de Bioquimica de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Buenos Aires, Argentina. Los animales
fueron alojados en jaulas galvanizadas con pisos de malla para mantener las
condiciones higiénicas. Las ratas se mantuvieron en jaulas individuales y se
expusieron a un ciclo de luz/oscuridad de 12 hs durante todo el estudio. La
temperatura ambiente se mantuvo a 21 £ 1 °C con una humedad del 50-60%. Las
ratas se mantuvieron de acuerdo con la Guia de Institutos Nacionales de Salud de
EE. UU. para el cuidado y uso de animales de laboratorio [250]. Los protocolos para
estos experimentos fueron aprobados por la Universidad de Buenos Aires,
Argentina y por el Comité local de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Buenos Aires.

La periodontitis inducida por ligadura es una metodologia para evaluar el dafio
periodontal en maxilares de rata. Los animales fueron anestesiados por via
intraperitoneal (2% clorhidrato de xilazina 0,02mL.100g™ de peso y 5% clorhidrato
de ketamina O,1mL.100g™" de peso) para inducir EP por medio de ligadura bilateral,
con hilo de lino (niumero 100), alrededor del cuello del primer molar de cada
hemimandibula de la rata segun describen Vacas et al. Junto con la colocacién de

la ligadura recibieron analgesia por via subcutanea.

Los hemimandibulas se fijaron en una solucién de formol al 10% en buffer PBS
inmediatamente después de la reseccién y después fueron descalcificadas en EDTA
al 10% pH 7, durante 25 dias. Luego, las hemimandibulas se deshidrataron con
etanol y se clarificaron con xilol. Finalmente, el sector que contiene los tres molares
inferiores de cada una de las hemimandibulas descalcificadas se incluyeron en
parafina a 56°C. Posteriormente, usando un micr6tomo, se obtuvieron secciones
orientadas mesio-distalmente de cada primer molar a partir de los bloques de

parafina. Las secciones de 7 pm de ancho se tifieron con hematoxilina y eosina, y
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la evaluacion histomorfométrica se realizd en microfotografias digitalizadas

utilizando un software de imagenes.

Para medir la altura del ligamento periodontal, se marcaron cuatro puntos
equidistantes de la cresta alveolar del hueso interradicular, y se dibujé una linea
desde cada punto hasta el hueso (Figura 39). La longitud de las lineas se midié, y
el valor medio fue calculado para obtener la altura del ligamento periodontal de

cada seccion.

Figura 39. Area estudiada del hueso interradicular: las lineas de la a a la d indican puntos de
medicion, y la linea horizontal e divide el area 6sea interradicular en dos hemi-secciones (Sector A
= mitad superior). Para estandarizar el area medida, la linea a fue dibujada tangencialmente al area

apical de las raices. “Reimpreso de ref. [251] Derechos de autor (2008) con el permiso por Wiley”

2.11. Andlisis estadistico
Los datos se representan como medias * SD de al menos triplicados. Las diferencias

se analizaron mediante ANOVA (analisis de varianza), seguido de una prueba de
comparacion multiple de Bonferroni o una prueba t de Student. La evaluacion
estadistica p <0,05 fue considerada como significativa. Para los resultados /n vivo
se expresaron como valores medios con sus desviaciones estandar (SD). El analisis
de varianza de una via (ANOVA) se utilizd para comparar datos entre grupos.
Cuando se encontré una diferencia estadisticamente significativa, se realizé una
prueba de Student-Newman-Keul. En todos los analisis, se realiz6 la prueba de

Bartlett para las variaciones homogéneas. La significancia se establecié en el nivel
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p <0,05. Productos y servicios estadisticos para Windows 11.5 (SPSS, Inc., Chicago,

IL) se usaron para analisis estadisticos.

3. Resultados y discusion

3.1. Sintesis y caracterizacion de hidrogeles DDSA-quitosano
La ultraestructura de los hidrogeles de DDSA-quitosano y quitosano se evaluaron

mediante un andlisis SEM. Aunque se logr6é la modificacion quimica, segun se
demuestra en las secciones siguientes, no se observaron cambios en la porosidad

ni en la red tridimensional de quitosano (Figura 40A, B).
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Figura 40. Imagenes representativas de microscopia electrénica de barrido de (A) hidrogel de quitosano modificado con DDSA (B) hidrogel de quitosano (C) Espectros
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La Figura 40C muestra los espectros FTIR de los hidrogeles de quitosano
modificados por el efecto del reactivo DDSA (A) y de los hidrogeles de quitosano
(B). La acilacion del quitosano podria verificarse, ya que en los hidrogeles de DDSA-
quitosano se observa una disminucion en la banda de estiramiento (OH, NH) a
3100-3500 cm™ y la aparicién de una banda de estiramiento (C-H) a 2900-3000
cm™ correspondiente a la incorporacién de la cadena hidrocarbonada del DDSA.
Por su parte, la sefial de 1625 cm™ que puede observarse en el espectro de
quitosano y que corresponde a los estiramientos de grupos C=0 capaces de formar
puentes de hidrogeno, no se observa en el espectro del quitosano modificado. En
ese caso, se observa un corrimiento de la sefial a 1725 cm™ de los estiramientos
C=0 libres debido a la imposibilidad de formar puentes de hidrégeno luego del

entrecruzamiento con DDSA.

Adicionalmente, para corroborar la modificacion quimica de los hidrogeles se realiz6

también un analisis por '*C RMN en estado sélido (Figura 41).
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Figura 41. Espectros de '>C RMN en estado sélido de (A) hidrogel de quitosano (B) hidrogel de

DDSA-quitosano




Se pudo observar en los espectros que la zona comprendida entre 60-100 ppm
correspondientes a las sefales de los carbonos de los anillos de quitosano (C,-Cg)
se conservo sin modificaciones en ambas muestras. Sin embargo, en la muestra
tratada con DDSA se observan ademas los carbonos correspondientes a las cadenas
carbonadas (40-20ppm) introducidas con el reactivo y los cambios en la zona de
170-180 ppm que podrian indicar la acilacion del polimero, ya que representa a
los carbonos formando parte de grupos carbonilo. Por su parte, las seiales
registradas entre 120 y 140 nm en el espectro de quitosano-DDSA son asignadas
a los carbonos vinilicos que, en este caso, provienen de la cadena hidrocarbonada
que porta el reactivo. Estos resultados concuerdan con otras modificaciones
anteriormente realizadas en biopolimeros con DDSA [252].

Ademas, se evaluaron y compararon las propiedades viscoelasticas entre ambos
tipos de hidrogeles (Figura 42). La naturaleza viscoelastica de los hidrogeles y su
alto contenido de agua minimizan el dano del tejido circundante cuando se
implantan en el huésped. Por lo tanto, estas caracteristicas los hacen buenos
candidatos para aplicaciones biomédicas, como por ejemplo para la reparaciéon de
lesiones a los sistemas vivos [253]. Por lo tanto, la evaluacion de la reologia es muy
util para estudiar los cambios microestructurales de materiales con una potencial
aplicacion biomédica. Las mediciones reoldégicas mostraron que los valores del
médulo de almacenamiento G' eran siempre mayores que los valores del médulo de
pérdida G", indicando que ambos tipos de hidrogeles presentan un comportamiento
predominantemente elastico. Sin embargo, los valores de G' (ca. 1000) y G" (ca.
100) de los hidrogeles de DDSA-quitosano fueron mas altos que los hidrogeles de
quitosano, indicando que la modificacion quimica con DDSA aument6 tanto G' como
G". Por lo tanto, los hidrogeles de quitosano modificados demostraron ser mas

resistentes segun la caracterizacion reologica realizada.
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Figura 42. (A) Viscosidad compleja de los hidrogeles de quitosano y DDSA-quitosano frente a la
frecuencia. (B) Respuesta viscoelastica de los hidrogeles de quitosano y DDSA-quitosano frente a la

frecuencia (G' y G").

3.2. Estudios de incorporacion y liberacién de timol a partir de hidrogeles de DDSA-
quitosano
El perfil de liberacién acumulativo se realizé6 usando buffer fosfato salino como

medio de liberacion. Después de 2 dias, se liberé el 100% de timol desde los
hidrogeles de quitosano. En cambio, el contenido de timol liberado desde los
hidrogeles de DDSA-quitosano fue del ~75% (Figura 43). Claramente, el perfil de
liberacién acumulativo de los hidrogeles de quitosano varié con su modificacién por
DDSA, por lo que se observé una liberaciéon prolongada de timol hasta siete dias.
Gracias a la acilacion de los grupos funcionales de quitosano con las cadenas
hidrocarbonadas del DDSA, se logré una liberacién sostenida de timol, dado que
este compuesto es poco soluble en agua y la adicion de cadenas hidrocarbonadas
al hidrogel desfavorece su liberacién a un medio acuoso como es el caso del buffer
fosfato salino (PBS). Sin embargo, la incorporacion de timol no se vio afectada por
la modificacion quimica del DDSA. En el caso de los hidrogeles de quitosano fue de
(0,35 £ 0,03) mg y para los hidrogeles de DDSA-quitosano de (0,33 * 0,03) mg.
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Figura 43. Liberacion acumulada en PBS de timol desde hidrogeles DDSA-quitosano y quitosano

3.3. Estudio antimicrobiano de los hidrogeles DDSA-quitosano
La aparicion de antibiéticos y la resistencia a los antimicrobianos de los biofilms

orales ha incrementado el interés en las plantas medicinales para tratar las
patologias periodontales. De hecho, muchos estudios /n vivo e in vitro han evaluado
el papel de las plantas medicinales en el tratamiento de la enfermedad periodontal
[254].

El timol (2-isopropil-5-metilfenol) es un fenol monoterpeno presente en los aceites
esenciales de 7Thymus wvulgaris y Origanum vulgare. Este posee actividad
antibacteriana hacia una amplia gama de especies implicando un gran potencial
como componente bioactivo en el campo farmacéutico [143]. De hecho, muchos
sistemas de administracion de farmacos y apésitos para heridas han sido
desarrollados anteriormente [255,256].

En este capitulo se intenta continuar con los ensayos presentados en el primer
capitulo de la tesis con el fin de mejorar el perfil de liberacién del principio activo
para intentar reducir el numero de aplicaciones del hidrogel a las cuales debe
someterse el paciente. Para ello, evaluamos la actividad antimicrobiana de los
hidrogeles DDSA-quitosano contra Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa. Para ambos tipos de bacterias, los hidrogeles cargados con timol
presentaron actividad antimicrobiana durante 48 horas. Sin embargo, los hidrogeles
de timol-DDSA exhibieron un mayor efecto sobre Staphylococcus aureus, donde el

UFC.mL" disminuy6 siete unidades logaritmicas, mientras que para P. aeruginosa la
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disminucion se produjo desde ~10® a ~10’. Ademas, en ambas bacterias se observé
una diferencia significativa (p<0,05) entre los hidrogeles de quitosano y los
hidrogeles de DDSA sin timol. Estos hallazgos sugieren que la modificacion quimica
de DDSA mejora las propiedades antimicrobianas del quitosano y esto podria estar
relacionado con la interaccién hidrofobica de las cadenas de hidrocarburos con las
paredes de las células bacterianas (Figura 44A,B). Aunque las bacterias S. aureus'y
P. aeruginosa no pertenecen a la microbiota oral ni estan involucradas en la
patogenia de la enfermedad periodontal, se emplearon como bacterias modelo dada
su susceptibilidad frente al timol y ademas porque se las han encontrado en

muestras de biofilm subgingival humano [181].

A B
S. aureus
. . P. aeruginosa
O 1
1 - Il timol -ddsa

ddsa
Bl chi

log CFU.mL"!
O = N WA OO N W

log CFU.mL"!
O = N W & 0 O ~N 0 W

1 Bl timol -ddsa
-— ddsa
B chi -

1 2 1 2
tiempo (dias) tiempo (dias)

Figura 44. (A) Actividad antimicrobiana de hidrogeles de DDSA-quitosano con timol contra
Staphylococcus aureus mediante el método de recuento en placa durante un periodo de 2 dias (B)

Actividad antimicrobiana de los hidrogeles de DDSA-quitosano con timol contra Pseudomonas

aeruginosa por método de recuento en placa durante un periodo de 2 dias. (p <0,05)

3.4. Estudio antioxidante de los hidrogeles DDSA-quitosano
El estrés oxidativo, un desequilibrio entre la carga de oxidantes y la capacidad

antioxidante, es un potencial medidor de la progresion de enfermedades como el
cancer, la aterosclerosis, el infarto de miocardio y la enfermedad periodontal [257].
Muchos estudios evaluaron marcadores de estrés oxidativo en el fluido crevicular
gingival de pacientes con periodontitis crénica y se observé que el tratamiento no
quirdrgico mejoré significativamente el equilibrio redox en estos pacientes [258].
En consecuencia, el desarrollo de sistemas de administracion de antioxidantes
puede ayudar a tratar los efectos nocivos de la inflamacién crénica desarrollada en
la enfermedad periodontal. En este sentido, los hidrogeles de DDSA-quitosano
cargados con timol presentaron actividad scavenger durante cinco dias, lo que

indica una actividad antioxidante sostenida (Figura 45). Este resultado es
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consistente con el perfil de liberacién, en el que el timol se libera durante siete dias.
Ademas, dado que los compuestos fenélicos pueden mostrar actividades
antioxidantes y pro-oxidantes a diferentes dosis [259], no es sorprendente que el
timol demostrara un comportamiento dual cuando se carga en hidrogeles de DDSA-
quitosano. En dosis altas, se pudo observar una actividad antimicrobiana,
probablemente debido a dafios en la membrana celular y al ADN. Sin embargo,
cuando se libera una concentracion baja puede tener un efecto protector en las

células debido a su capacidad de eliminacion de radicales libres.

DPPH
201
It
151
ko
k=
a2
< 104
E
R
0-
1 2 3 4 5
tiempo (dias)

Figura 45. Actividad de barrido de DPPH de los hidrogeles DDSA-quitosano con timol (t)

3.5. Estudios de citocompatibilidad y evaluaciéon preliminar /n vivo de los hidrogeles
DDSA-quitosano
Para realizar los estudios de citocompatibilidad en los hidrogeles DDSA-quitosano

se emplearon células [3T3] fibroblasticas debido a su funciéon en el proceso de
regeneracion tisular. De hecho, se ha observado que algunos derivados del
quitosano han mejorado la proliferaciéon de células de fibroblastos de la piel. Por
ejemplo, el carboximetil quitosano sulfato (CMCS) con un contenido de sulfato de
26,26% a la concentracion de 100 g.mL™" promovié la proliferacion de fibroblastos
cutaneos [260].

Para evaluar los efectos de los hidrogeles DDSA-quitosano sobre la proliferacién de
fibroblastos [3T3] de raton se realiz6 el método de MTT. Este tipo de hidrogel

presentd una viabilidad celular menor en comparacién con los hidrogeles de

quitosano no modificados *(p <0,05) (Figura 46). En consecuencia, la adiciéon de
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cadenas de hidrocarburo al polimero de quitosano, que modifica su grado de
desacetilacién, probablemente podria interferir con la proliferacion de fibroblastos
[3T3]. Estos hallazgos concuerdan con los resultados obtenidos por Wood et al.,
que revelaron que los quitosanos con grados relativamente altos de desacetilacion
estimulan fuertemente la proliferacion de fibroblastos dérmicos humanos mientras

que las muestras con niveles mas bajos de desacetilacion muestran menos actividad.

chi _l

ddsa

e D & P

viabilidad (%)

Figura 46. Viabilidad de fibroblastos [3T3] murinos frente al control. *(p <0,05) segun test de
Student.

Considerando que la citotoxicidad de los materiales puede ser clasificada segun la
viabilidad celular relativa a los controles, donde un nivel de actividad en
comparacion con los controles de <30% es una citotoxicidad grave, entre 30 y

60% una citotoxicidad moderada, entre 60 y 90% una citotoxicidad leve, y >90%
no tiene citotoxicidad [225,226]; un valor del ~40% como es el caso de los

hidrogeles DDSA-quitosano se corresponde a un efecto citotéxico moderado y los
materiales con este efecto en el ensayo de MTT pueden ser considerados para
aplicaciones biomédicas [227].

En paralelo, se llevo a cabo un estudio preliminar /in vivo en ratas Wistar para evaluar
los hidrogeles modificados y no modificados con DDSA en un modelo de
enfermedad periodontal inducida por ligadura en rata. Los hidrogeles se aplicaron
por via topica con una jeringa con canula cada dos dias durante una semana (Figura

47) luego de provocar la periodontitis por 24hs.
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Figura 47. Protocolo evaluacién in vivo

Después de siete dias, los animales se sacrificaron y se realizé una evaluaciéon
histolégica través de medidas histomorfométricas a secciones mesiodistales
histologicas de las mandibulas tefiidas con hematoxilina y eosina (Figura 48).

Dado que la medicion de la altura del ligamento periodontal de las secciones
histolégicas puede estimar el daino periodontal, puede decirse que los hidrogeles
de quitosano cargados con timol mostraron menores signos de dafio en

comparacién con los otros hidrogeles (Tabla 3).

108

(



Tabla 3. Altura del ligamento periodontal (hPL, pm).

GRUPOS MediaxSD
control sin periodontitis 1243+17.5
timol-quitosano 21774698
DDSA-quitosano 304.1+87
quitosano 342,8+11,3°
. . cd
timol-DDSA-quitosano 364,1+76,8
. ot d
control con periodontitis 441,0+61,5

Letras diferentes significa diferencia significativa (p<0,05)

Estadistica: ANOVA+SNK. SNK: Student-Newman-Keuls

Figura 48. Corte mesio-distal histologico tefiido con hematoxilina y eosina aumento 40X (A) Control

sin periodontitis (B) Grupo quitosano. Las lineas azules marcan la altura del ligamento periodontal.
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4. Conclusiones
El uso de biopolimeros como sistemas de liberacion sostenida de activos se ha ido

afianzando a lo largo de los afios [261]. La modificacion quimica de ellos puede
traducirse, por ejemplo, en la generacion de materiales que responden a estimulos
o de materiales con los cuales se pueda lograr una liberacion sostenida de activos.
Si bien las modificaciones quimicas en polimeros sintéticos estdn mucho mas
estudiadas, la modificacion de biopolimeros esta en creciente investigacion ya que
estos presentan una buena biocompatibilidad y no presentan toxicidad [262].

Por otra parte, los sistemas de administracién local de farmacos para el tratamiento
de la enfermedad periodontal como antimicrobianos, antioxidantes y
antinflamatorios también estan en pleno desarrollo ya que ofrecen una alternativa
prometedora y no invasiva para los pacientes cronicos de esta enfermedad. Ademas,
los activos de origen natural, con una accion dual, como el timol, podria tener
resultados positivos para el tratamiento.

Los resultados presentados en este capitulo acerca de la caracterizacién de los
materiales desarrollados indicaron la efectiva modificacion quimica de los
hidrogeles de quitosano conservando su ultraestructura y aumentando sus
propiedades reologicas. Una vez incorporado el activo, se realizd el perfil de
liberacion, observando que el timol se liber6 in vitro a partir de hidrogeles de DDSA-
quitosano por aproximadamente siete dias y de hidrogeles de quitosano solo por
tres dias. Estos resultados coinciden con la modificacion quimica con DDSA
realizada. Por otra parte, los ensayos antimicrobianos indicaron que los hidrogeles
tienen actividad antimicrobiana durante 2 dias y que la modificacion quimica per sé
implica un efecto antibacteriano y los ensayos antioxidantes indicaron que por 5
dias mantiene la actividad scavenger.

Por otra parte, los hidrogeles modificados presentaron una citocompatibilidad
moderada frente a fibroblastos [3T3] por 24 hs indicando su potencial uso en el
area biomédica y en los ensayos preliminares /n vivo en un modelo murino con una
aplicacion local de los hidrogeles cada dos dias durante una semana, solo los
hidrogeles de quitosano cargados con timol mostraron sefiales menores de dafio
tisular periodontal. Se necesitan mas estudios para tener una evaluacion detallada
de los hidrogeles en el rendimiento /n vivo. Sin embargo, dados los resultados
obtenidos con una aplicacién de los hidrogeles cada 2 dias, fueron mas efectivos

los hidrogeles de timol-quitosano.
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CAPITULO 6:
CONCLUSIONES GENERALES
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Un biomaterial es cualquier materia o superficie que interactia con sistemas vivos
[263]. Los biomateriales se pueden obtener de la naturaleza o ser sintetizados en
el laboratorio utilizando una variedad de diferentes materiales (metélicos, polimeros,
ceramicas). Ademaés, son ampliamente utilizados diariamente en aplicaciones
dentales, de cirugia y en sistemas de liberacion de farmacos. Los biomateriales
naturales como el colageno, la gelatina, la fibrina, el quitosano y el acido hialurénico
han sido ampliamente utilizados para la regeneracion del tejido /n situ [264,265].
En general, los biomateriales naturales tienen excelentes propiedades de

biocompatibilidad y biodegradabilidad.

Los materiales dentales siempre han sido una herramienta util en odontologia. Su
uso esta relacionado con la ortodoncia, propoésitos restaurativos, endodoncia e
incluso estética. La mejora de los resultados en la clinica ha demostrado sus ventajas
en la practica dental. Los materiales dentales involucran varios tipos de materiales
tales como metales, ceramicas y organicos. Cada tipo de material con sus
caracteristicas inherentes reflejan diferentes propiedades mecanicas, opticas y
biolégicas y estas diferencias entre otras se consideran en la seleccién por el

odontoélogo para el tratamiento de enfermedades orales.

Los materiales dentales han evolucionado debido a las necesidades del paciente y

el creciente conocimiento en biomateriales y patologia oral [266] (Figura 49).

*SEM
*TEM *Ratas
R *Perros

Caracterizacion del

material Ensayos in vivo
Ensayos invitro Estudios
epidemiolbgicos
+Cultivos celulares *Reporte de casos

*Ensavos clinicos controlados
aleatorizados
*Revisiones sistematicas

Figura 49. Representacion esquematica de la evolucion del desarrollo de los materiales dentales
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Estan en continuo desarrollo con el objeto de aumentar su calidad y
biocompatibilidad, asi como disminuir su toxicidad (Figura 50). Gran cantidad de
polimeros de origen natural como el almidoén, colageno, gelatina, alginato, celulosa
y quitina se han reportado y se usan actualmente en la regeneracion de tejidos
[267]. Actualmente, la silica, el colageno y el quitosano han ganado gran interés en
la salud oral debido a sus varias aplicaciones clinicas. La silica ha mejorado las
propiedades mecanicas de materiales organicos. Ademas, en la ultima década ha
atraido mucha atencion el uso de polimeros y materiales mesoporosos de silica

como sistemas de liberacién de farmacos [186,268].

biocompatibilidad

tOXiCidad m
‘ ) calidad

Inmunogenicidad

aplicacion clinica

Figura 50. Representacion esquematica del equilibrio entre las ventajas y desventajas de los nuevos
biomateriales.

La salud oral proporciona calidad de vida [182]. La mayoria de las personas tiene
caries dentales y varios factores como el tabaquismo, la falta de higiene oral y la
genética promueve el desarrollo de enfermedades orales que pueden terminar en
pérdida de dientes. Dado que hallazgos clinicos demuestran buenas perspectivas
en la utilizacion de biomateriales para el tratamiento de enfermedades orales [269],
el desarrollo de nuevos biomateriales que actuen como carriers de activos o para

regeneracion de tejidos podrian optimizar el tratamiento.
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Adicionalmente, nuevos activos son requeridos para el tratamiento de
enfermedades gingivoperiodontales. El ibandronato es un anti-resorptivo que si
bien se lo ha relacionado con la induccion de osteonecrosis de mandibula cuando
es administrado por via sistémica, cuando es aplicado localmente ha demostrado
buenos resultados en la fijaciéon de implantes [270]. Es mas, Veena et al. ha
demostrado que la liberacion local del bifosfonato alendronato ha obtenido mayor
efectividad en relacion a parametros clinicos y radiolégicos en comparacion al

placebo en el tratamiento de periodontitis.

Por otra parte, el uso de activos de origen natural para el tratamiento de
enfermedades gingivoperiodontales ha recobrado mucha importancia dados los
mecanismos de resistencia a los medicamentos desarrollados por las bacterias
presentes en el biofilm bucal con el posible uso de plantas medicinales (extractos
crudos, aceites esenciales y compuestos purificados) como agentes bioactivos con
un efecto antibiofilm contra bacterias patégenas orales [271]. Paralelamente, el uso
de algunos antioxidantes podria mejorar los parametros clinicos periodontales
[140], dando lugar a la opcién de la terapia antioxidante adjuvante como
tratamiento de la enfermedad periodontal. La enfermedad periodontal se inicia por
la presencia de una biopelicula subgingival y estd modulada por la respuesta
inflamatoria e inmune. Muchos estudios sostienen que el equilibrio dinamico entre
especies reactivas de oxigeno y antioxidantes podria desempeiiar un papel en la
patogenia de la enfermedad periodontal [211]. De hecho, estudios /n vitro de
biopsias gingivales revelaron una actividad disminuida de superoxido dismutasa
(SOD) y catalasa (CAT), alentando la hipdtesis de que estas enzimas evitan la
produccion excesiva de ROS vy, por lo tanto, la curacion periodontal [212]. Debido
a la relacion entre ROS y la patogenia de la enfermedad periodontal, la
administracion de suplementos antioxidantes podria ayudar a tratar los signos y

sintomas de esta enfermedad [215].

En este sentido, varios extractos de plantas han demostrado ser utiles para la
inflamacién de la cavidad bucal [216,217]. Por lo tanto, un estudio detallado de un
extracto de planta en un carrier adecuado para el tratamiento de la enfermedad

periodontal podria tener relevancia en el tratamiento de la periodontitis.

El enfoque de esta tesis se realiza en funcion de los biomateriales colageno,

quitosano y silica, que son representantes clave de una proteina, un polisacarido y
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un material inorganico. Los biomateriales para su aplicacion biomédica deben
poseer algunas caracteristicas basicas tales como: (i) microestructura y propiedades
mecanicas adecuadas (ii) topografia y quimica de la superficie apropiada (iii)
biodegradabilidad y productos de degradacion no citotéxicos, (iv) tecnologia de
fabricacion simple y rentable. Ademas, estos materiales deben proporcionar un
microambiente especifico que incluya estructuras fisicas Unicas, composicién
quimica especial, propiedades superficiales y en lo posible biosenales para dirigir
el comportamiento celular. Durante la tesis se caracteriz6 exhaustivamente a los
biomateriales disefiados ya que cada tipo de material por sus caracteristicas
inherentes refleja diferentes propiedades mecanicas, 6pticas y biologicas y se
estudi6 como estos factores influyen en el desarrollo de nuevos sistemas de

liberacién de farmacos locales para el tratamiento de la enfermedad periodontal.

Se logr6 desarrollar materiales con potencial para el tratamiento de la enfermedad
periodontal tanto en su fase temprana a través de la liberacion de agentes
antimicrobianos que controlen la placa dental como en etapas mas avanzadas
donde los antioxidantes pueden jugar un papel importante en el control de la
inflamacion y progresion de la enfermedad. También se evaluo el efecto estimulador
de la regeneracion 6sea de la silica que seria fundamental una vez instalada la

enfermedad y afectado el hueso alveolar.
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CAPITULO 8:
APENDICE
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Resumen de 200 palabras en inglés
Different materials have distinct surface and bulk characteristics; each of them

potentially useful for the treatment of a particular wound or disease. By studying
those materials, the reader will have a broad panorama of the possibilities a
particular material can offer, regarding its ability to support tissue regeneration or
local drug delivery. This thesis covers recent advances made towards the
development of biomaterials aimed to support regenerative processes and drug
delivery. Indeed, we highlight ultrastructure, rheological properties,
cytocompatibility, release kinetics and biological properties of different biomaterials
for a specific biomedical application. In this context, the focus is made on collagen,
chitosan and silica which are key representatives of a protein, a polysaccharide and
an inorganic material usually employed as biomaterials. Particularly, this thesis
presents an overview of their potential therapeutics in the treatment of disorders
within the oral mucosa and tooth supporting tissues. Finally, the importance of
material characterization, /n vitro and /n vivo studies as an adequate guidance for

biomaterial design and development is highlighted.

Resumen de 200 palabras en castellano
Diferentes materiales tienen distintas caracteristicas de superficie y volumen; cada

una de ellas es potencialmente util para el tratamiento de una herida o enfermedad
en particular. Al estudiar esos materiales, el lector tendra un amplio panorama de
las posibilidades que un material en particular puede ofrecer, con respecto a su
capacidad para respaldar la regeneracion tisular o la administracion de farmacos
local. Esta tesis cubre los avances recientes del desarrollo de biomateriales
destinados a apoyar los procesos regenerativos y la administracion de farmacos. De
hecho, destacamos la ultraestructura, las propiedades reoldgicas, la
citocompatibilidad, la cinética de liberacion y las propiedades biolégicas de
diferentes biomateriales para una aplicacion biomédica especifica. En este contexto,
la atencion se centra en el colageno, el quitosano y la silica, que son representantes
clave de una proteina, un polisacarido y un material inorganico que se emplean
habitualmente como biomateriales. Particularmente, esta tesis presenta una vision
general de su potencial en la terapéutica para el tratamiento de enfermedades que

comprometen la mucosa oral y los tejidos de soporte del diente. Finalmente, se
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destaca la importancia de la caracterizacion del material, estudios /n vitro e in vivo

como una guia adecuada para el disefio y desarrollo de biomateriales.

Resumen de 900 palabras en castellano
Diferentes materiales tienen distintas caracteristicas de superficie y volumen; cada

una de ellas es potencialmente util para el tratamiento de una herida o enfermedad
en particular. Esta tesis cubre los avances recientes del desarrollo de biomateriales
destinados a ayudar procesos regenerativos y la administracién local de farmacos
para enfermedades orales. De hecho, destacamos la ultraestructura, las propiedades
reologicas, la citocompatibilidad, la cinética de liberacién y las propiedades
biolégicas de diferentes biomateriales para una aplicacion biomédica especifica. En
este contexto, la atencion se centra en el colageno, el quitosano y la silica, que son
representantes clave de una proteina, un polisacarido y un material inorganico que
se emplean habitualmente como biomateriales ofreciendo una visién general de su
potencial en la terapéutica para el tratamiento de enfermedades que comprometen

la mucosa oral y los tejidos de soporte del diente.

En el primer capitulo, se evaluaron nanoparticulas de silica no porosas, modificadas
con grupos amino y mesoporosas, como carriers de ibandronato sédico. Las
nanoparticulas se caracterizaron por SEM, TEM, DLS, porosidad y por su capacidad
para incorporar ibandronato, asi como por el perfil de liberacion. Las mesoporosas
y modificadas con grupos amino mostraron niveles mas altos de incorporaciéon de
farmaco, 44,68 mg.g™' y 28,90 mg.g', respectivamente. La cinética de liberacion de
los dos tipos de particulas fue similar siguiendo una cinética de primer orden. Sin
embargo, cuando las particulas mesoporosas se incorporaron en hidrogeles de
colageno tuvieron una liberacion sostenida durante mas de 10 dias. La
biocompatibilidad de las particulas mesoporosas frente a células SAOS-2 también
se evalué mediante el ensayo de MTT donde se observé un aumento en la viabilidad
celular para concentraciones inferiores a 0,6 mg.mL' de particulas y una
disminucién para concentraciones superiores a 1,2 mg.mL"'. Ademas, cuando estas
particulas fueron incubadas con células mesenquimales podrian tener la capacidad
de promover la diferenciacion de las células a causa del aumento significativo de la
actividad de la fosfatasa alcalina.

Hoy en dia, los sistemas de administracion locales de antimicrobianos, antioxidantes
y antiinflamatorios tienen un desarrollo creciente, para evitar los efectos secundarios

y son de facil administracién. En el segundo capitulo, hidrogeles de quitosano se
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evaluan como un andamio biodegradable y como carrier de un compuesto con
propiedades antioxidantes-antimicrobianas llamado timol. A lo largo del estudio, se
presenta el perfil de hinchamiento, las propiedades viscoelasticas y el analisis
térmico resaltando sus ventajas para una aplicacion biomédica. Ademas, los
resultados /n vitro obtenidos indican que los hidrogeles de quitosano son
biocompatibles cuando se exponen a fibroblastos [3T3], exhiben actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus'y Streptococcus mutans por 72 hs 'y
actividad antioxidante por 24 hs. Estas son propiedades deseables para un sistema
de administracién local para una terapia dual antimicrobiana-antioxidante para la
enfermedad periodontal.

El estudio detallado de los biomateriales es mandatorio para comprender sus
aplicaciones biomédicas. Particularmente, los biopolimeros mucoadhesivos como el
quitosano (chi) y la carboximetilcelulosa (CMC) se han convertido en biomateriales
interesantes por su biocompatibilidad y no toxicidad para la administracion de
farmacos en la mucosa oral. En el tercer capitulo, se desarrollaron compositos de
biopolimero-silica sensibles al pH (Chi-SiO,, Chi-CMC-SiO,). Estos dos tipos de
compositos presentaron un perfil de hinchamiento diferente debido al pH. Ademas,
los compositos se cargaron con extracto de Larrea divaricata Cav. (Ld), una planta
sudamericana que presenta propiedades antioxidantes adecuadas para el
tratamiento de enfermedades gingivoperiodontales. Los compésitos Chi-CMC-SiO,
mostraron una incorporacion mas alta y alcanzaron el 100% de la liberacion de
extracto en casi 4 dias, conservando las propiedades antioxidantes. Se sefal6 el
comportamiento térmico y el perfil de hinchamiento para mostrar la interaccion
agua-composito y, por lo tanto, para evaluar su mucoadhesividad. Ademas, se
evalu6 la citotoxicidad con fibroblastos [3T3], que muestra que en ambos
compodsitos la adicion del extracto de Ld aumento de la proliferacion de fibroblastos.
Por ultimo, los estudios preliminares de biomineralizacién in vitro. El analisis SEM-
EDS indicé que solo el compésito chi-SiO, puede proporcionar un entorno para una
posible biomineralizacién, mientras que la adicion de CMC a los compésitos
desalenté la acumulacién de calcio. En conclusion, el desarrollo de compésitos
bioactivos podria promover la generacion de tejido periodontal dafiado a lo largo
de la enfermedad periodontal y la presencia de nanoparticulas de silica podria

proporcionar un ambiente para la biomineralizacién.
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El uso de polimeros como carriers de bioactivos ha cobrado importancia
ultimamente por su gran versatilidad debido a las modificaciones quimicas que
pueden realizarse. Estas pueden traducirse en cambios fisicoquimicos relevantes
para el desarrollo de sistemas de liberacidon estimulo-responsivos o con una
liberacion sostenida. En particular, la modificacion de biopolimeros podria tener
relevancia por su conocida biocompatibilidad y no toxicidad. En el cuarto capitulo,
sintetizamos hidrogeles de quitosano modificados quimicamente con DDSA
(anhidrido dodecenilsuccinico) y evaluamos el impacto en la incorporacion de un
principio activo poco soluble en agua llamado timol, en el perfil de liberacién y en
las propiedades bioldgicas. Caracterizamos los hidrogeles mediante SEM, FTIR, '*C
RMN y también su reologia. Los hidrogeles DDSA-quitosano presentaron actividad
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa por 2
dias y actividad antioxidante por 5 dias. Esto es congruente con la liberacion de
timol, que duré 7 dias. Los hidrogeles DDSA-quitosano fueron reol6gicamente mas
resistentes y su citocompatibilidad fue menor en comparacion a los hidrogeles no
modificados. Finalmente, realizamos un estudio preliminar /n vivo en un modelo
periodontitis inducida por ligadura donde pudimos observar por medidas
histomorfométricas que el dafio periodontal fue mayor en el grupo DDSA-quitosano

que el grupo timol-quitosano.
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